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Il concetto di biodisponibilita di un farmaco non &
certo una delle pilt recenti scoperte in campo biclogico,
anche se certamente non era presente al tempo in cui
farmacista poteva essere sinonimo di alchimista. Tut-
tavia, I'evoluzione graduale delle scienze farmaceutiche
ha permesso di evidenziare che alcuni casi di successo
o insuccessp terapeutico erano legati a problemi di bio-
disponibilitd pivttosto che di ativitd intrinseca del
farmaco. La presa di coscienza di questo fenomeno ha
portato ad un progressivo interesse di formulatori
¢ clinici attorno ad un problema che non & ancora
stato chiarito in tutti i suoi aspetti; esso infatti coinvolge
la forma farmaceutica sia nelle sue caratteristiche pia
propriamente chimico-fisiche sia nel suo destino bio-
logico dal momento dell’immissione nell’organismo alle
successive trasformazioni biocindotte. Da cid risulta
chiara Pimportanza di una stima della biodisponibilita
di un farmaco ottenuta misurando la sua liberazione
dalla forma farmacecutica, in condizioni peraltro solo
pseudofisiologiche.

Le forme farmaceutiche orali solide, cioé compresse,
confetti, capsule, granulati, microcapsule ¢ pellets, ven-
gono normalmente sottoposte a controlli che ne garan-
tiscono la qualita di allestimento: uniformita di peso,
uniformita di contenuto della sostanza attiva, tempo di
disgregazione ¢ « dissolution rate », ossia la velocitd
di liberazione della sostanza attiva dalla forma farma-
ceutica in un determinato tempo # vitre, ciot in acqua,
in succo gastrico efo in succo intestinale artificiale.

Le modalitd di rilascio di un farmaco dalla forma
farmaceutica che lo veicola sone estremamente impor-
tanti, dato che differenti formulazioni di uno stesso
ptincipio attivo possono dare luogo ad cffetti ampia-
mente differenti i# vive qualora una di esse rilasci il
farmaco con modalitd diverse dall’altra. Le modaliti
di rilascio determinano infatti il primo step di un far-
maco nel suo iter per raggiungere il sito d’azione. Poi-
ché la valutazione di tali modalitd utilizzando tecniche
di studio /n vive & estremamente dispendiosz in termini
di costo e tempo, si & reso necessario mettere a punto
metodiche /x vifro, tra cui i tests di dissoluzione, atte a
stabilire 'equivalenza tra lotti di una formulazione che

"si & gia dimostrata biodisponibile. Questi tests possono
essere utilizzati anche in sede di preformulazione o di
formulazione comparando i profili di dissoluzione ot-

tenuti da pit formulazioni, allo scopo di selezionare
le pit biodisponibili.

1 tests di dissoluzione sono anche importanti per con-
trollare la stabilita chimico-fisica delle formulazioni:
pud infatti accadere si verifichi nel tempo un cambia-
mento del profilo di rilascio senza modificazioni ap-
parenti di titolo. Accanto alla stabilitd chimica del far-
maco si sta percid sempre pil affermando il concetto
di caducita del farmaco, ciot la valutazione degli effetti
prodotti sul farmaco dal complesso di interazioni che
intervengono ail’atto della sua inclusione in un sistema
complesso determinato dalla presenza di eccipienti e
di stress di varia natura.

Le determinazioni dell’uniformita di peso ¢ contenuto
e del tempo di disgregazione sono descritte su quasi
tutte le principali farmacopee. Il test di dissoluzione,
invece, che sta diventando sempre pilt importante
nei laboratori di ricerca e sviluppo ¢ in quelli di controllo
di qualitd, ¢ riportato a livello di monografie nelle far-
macopee britannica, americana e giapponese (1-3].

La BP 1980 dedica un intero paragrafo a questo temna
enunciando i principi adottati nella scelta dei farmaci
da sottoporre a test di dissoluzione.

In sintesi sono stati scelti quei farmaci che:

- possono dar luoge a problemi clinici se I'intera
dose somministrata non diventa disponibile (n.d.r. a
questo proposito ¢ da segnalare 'importanza del cri-
terio adottato che perd potrebbe essere generalizzato,
infatti un farmaco in quanto tale crea problemi clinici
se una volta decisa la somministrazione questo non viene
assorbito). Ci si potrebbe forse chiedere se¢ la BP ab-
bia adottato il criterio della suddisivisione tra farmaci
essenziali e di conforto;

— sono stati scelti inoltre quei farmaci le cui carat-
teristiche chimico—fisiche (es. bassa solubilita) possono
generare problemi di biodisponibilita;

— un’ulteriore classe di farmaci scelta comprende
quelli per i quali la legislazione chiede una conferma
di bicequivalenza la BP afferma inoltre che «il rest
indica la porzione di farmaco capace di andare in so-
luzione sotto condizioni standardizzate entro un ra-
gionevole tempo ».

Intende per « porzione sostanziale» il 709, ¢ per
« tempo ragionevole » i 45 min, Fissa cosi univocamente
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questi limiti e per condizioni standardizzate intende 100
rpm, apparecchiatura con beaker a fondo piatto e rotore
a basket. Questo dopo aver premesso che la dissolu-
zione & un semplice requisito™fisico della forma in que-
stione e che non ¢ esscnziale ricavarne correlazioni tra
i risultati ottenuri ed il comportamento n rire di tali
forme farmaceutiche, Indica poi una seconda casistica
che afferma essere ristretta a pochi casi particolari ¢
dove si chiede « di piti » al test di dissoluziene. Sono |
casi in cui il farmaco ha basso indice terapeutico, breve
cmivita plasmatica, limitate ¢ selettivo assorbimento
gastro intestinale, tilascio che non deve essere troppo
rapido, azione rapida ¢ specifica di una singola dosc.
In questi casi si riserva di chiedere che vengano
dimostrate adeguate correlazioni con il comportamento
i rive in questionc. La B conclude 'argomento in-
cludendo tutte quelle preparazioni che vantano caratteri-
stiche di rilascio prolungato o programmato segnalando
perd fa diflicolta di ottenere validi risultati. Segue Pelen-
co delle 19 monografic riportate che risultano pertanto
molto esigue rispetto all’ampiezza dei criteri indicati [4].
Per contro, Ia USP XX ¢ molto concisa nell’elen-
care i principi ispiratori, affermando che: « Il compor-
tamento di una forma orale solida al test di dissoluzione
¢ un utile criterio di controllo delle variabili di formu-
lazione e di processo che possono influenzare la biodi-
sponibilita del o dei principi attivi contenuti » [5].
La correlazione dei dati pive-sifre pud non esserci,
mentre il dissolution test & comunque un valido aiuto
nel controllo delle variabili di fabbricazione.
A questa concisione fa per contro seguito un’amplis-
sima serie di monografie cosl quantificate:

Amno Monografic

presenti n,
UsP XVIlt N 1970 6
USSP XIX e 1975 23
UsPr XX ..., 1980 58
USP XX (agg.) ...... 1982 255

Questo numero peraltro non & da considerarsi esau-
stivo, in quanto il comitato di revisione esecutivo
della USP gia dal 1975 affermava che tutte le forme orali
devono possedere specifiche monografie di Dissolution
test, con eccezione di quei casi ove fosse giudicata inap-
propriata tale inclusione.

Tale lavoro, afferma la USP, non & stato portato fino
in fondo, cioé alla totalitd delle monogtrafie, per diversi
motivi: limitata capacita di sviluppare tale lavoro, dif-
ficoltd connesse a formulazioni complicate, riluttanza
alla realizzazione di tale concezione da parte della FDA
e dei produttori.

Pur senza contraddire quanto detto, gia alla fine del
1980 la commissione della farmacopea responsabile
del capitolo « Dissolution » faceva proprie le solleci-
tazioni provenicenti dal Pharmacopoeal Forum relative
alte guidelines per i requisiti di dissoluzione.

In tali annotazioni si sollecitava la presa in esame della
letteratura esistente, relativa alla biodisponibilita, pro-
dotta anche dai fabbricanti di forme orali solide. Lad-
dove questa fosse esistita si dava mandato alla commis-
sione di verificare la validitd dei dati i# vire ¢ tenerli
in adeguata considerazione nclla stesura delle speci-
fiche di dissoluzione relative. Vengono poi indicati
degli standard generali, cui dovrebbero sottostare tutte
le compresse ¢ capsule, cosi riassamibili: nen meno

del 759, in non pit di 45 min in 900 ml di H,0 con
Apparato 1 (basket) a 100 gpm o Apparato 2 {paddle)
a 50 rpm. Da una prima analisi dei nuovi prodotti.da
sottoporre a test di dissoluzione introdotti dal supple-
mentn 3 ¢ Addendum alla USP XX non sembra che
questo criterio sia applicato in modo generale, essendo
indicate anche altre condizioni operative ed altri limiti.

isistono quindi due atteggiamenti sostanzialmente
diversi:

- la BY che, in base ad alcune considerazioni e criteri
chimici, biclogici ¢ terapeutici non sempre convincenti,
clenca una serie di farmaci e forme farmaceutiche de-
cisamente limitata;

- la USP che non entra a definire tali criveri, mia,
aflermando la validitd del Dissolution test come con-
trollo di formulazione ed in process, include di conse-
guenza tutte le specialita orali solide, adeguandosi negli
anni per realizzare tale normativa.

Particolare importanza viene inoltre data, anche dalla
commissione di revisione, alla definizione sempre piu
precisa e dettagliata del test in tutti i suoi parametri
sperimentali compresa Padozione di compresse standard
per la taratura del metodo.

Considerando le proposte di introduzione del test di
dissoluzione in altre Farmacopee, va segnalato come in
Francia il Prof. A. Le Hir [6] nel 1981 abbia proposto
di introdurre in farmacopea francese, come pure in
quella europea, i tests di dissoluzione uniformandosi
a quanto descritto dalla USP XX, utilizzando ciog
come apparecchiature il basket e il paddle. Paral-
lIclamente l1a sezione Laboratori di Controllo e Far-
macisti dell’Industria della F.IP. (Fédération Interna-
tionale Pharmaceutique) (7] suggerisce di elaborare
delle monografie per i tests di dissoluzione da sottoporre
alla Commissione per la Farmacopea Europea. Non si
ha quindi una univoca indicazione o standardizzazione
nell’esecuzione del test né una esatta individuazione di
un apparato di misura universale valido. La vastitd
delle caratteristiche delle forme farmaceutiche da sot-
toporre al test non permette infatti di individuare in
nessuno degli apparecchi usati in questo campo un esatto
riscontro alle richieste dello sperimentatore esattamente
dimensionate di volta in volta in funzione delle speci-
fiche del prodotto da analizzare. Infatti, il gran nu-
mero di apparecchi disponibili per I'effettuazione del
test risponde non tanto a criteri commerciali, in quanto
ben pochi tra essi hanno una diffusione tale da giusti-
ficarli, bensi trova spiegazione nel tentativo di ovviarc
a inconvenienti, pit o meno diffusamente segnalati,
incontrati nell’effettuazione del test con i pit comuni
apparecchi. Nel tentativo™ di effettuate una trattazione
sistematica della materia, si &€ tentato di raggruppare
gli apparecchi in base ad alcune caratteristiche che sod-
disfano vari livelli di prestazione insiti nella dinamica
stessa decl test [8-10).

Elementi di differenziazione tra le varie apparecchia-
ture sono stati riscontrati in relazione a:

- geometria della camera di dissoluzione

—esterno
- sistema di agitazione—
—interno

- posizionamento del campione




—fisso
- volume dellza camera di dissoluzione—

- variabile

~assente
- dispositivo di filtrazione—

—~presente

~manuale
- sistema di prclcx'an}cnt0~l -discontinuo
T - leautomatico—

Lcontinuo

Non essendo possibile, a causa della loro enorme dif-
fusione e del continuo aggiornamento cui sono sot-
toposti, effettuare una panoramica completa degli ap-
parecchi allestiti per Peffettuazione dei test di dissolu-
zione la nostra attenzione st & forzatamente soffermata
su quelli ufficialmente raccomandati o msggiormente
usati;

- USP XX Apparatus: type I e II,
- BP Dissolution Apparatus,
- Rotating flask dissolution apparatus,

Continous flow rotating basket dissolution ap-
paratus,

- Rotating filter stationary basket method,

Sartorius dissolution simulator,

!

Magnetic basket dissolution apparatus,

Peristaltic apparatus,
- Column methods.

Procedendo ad una veloce cartellata di questi ap-
parecchi un posto preminente, per la diffusione di cui
gode, spetta senza dubbio all’USP apparatus I [1] che
& costituito essenzialmente da:

- recipiente cilindrico con fondo sferico con capacita
di 1000 ml dotato di coperchio;

~ cestello cilindrico costituito da rete ondulata da
40 mesh;

~ motore 2 velocitd variabile,

Per unanime definizione, esso non consente una buona
omogeneitd del mezzo di dissoluzione a bassa velocita
di agitazione e la riproducibilitd dei risultati, come per
la maggior parte degli’ altri apparecchi, non & sempre
soddisfacente.

USP XX Dissolution test: Apparatus 2.

Simile al precedente presenta un agitatore a2 pala
{paddie) di teflon in sostituzione del cestello come di-
spasitivo di agitazione, E stato segnalato qualche pro-
blema relativo al posizionamento del campione (flotta-
zione). Gli sono peraltro riconosciute buona omogeneita
del mezzo di dissoluzione ¢ migliore riproducibilita
dei risultati.

USP XX Dissolution tese: Apparatus 3.

Nell’esecuzione del test, in questo caso, si usa ap-
parato utilizzato per la disgregazione delle compresse
sostituendo la rete da 10 mesh con una da 40 mesh,
cha viene aggiunta anche all’estremithd superiore del
céitello in modo da impedire la flottazione delle com-
presse o capsule provocata dalla mancanza dei dischi

normalmente usati per determinare il tempo di disgre-.

553

gazione. Questo apparecchio, apparso sulla USP XX
nel 1980, non & pid riportato nell’ultimo aggiorna-
mento (1982),

BP Dissolution test apparaius [2]

I costituito da:

— beacker a fondo piatto di forma cilindrica con ca-
pacita di 1000 ml;

- motore a velocitd variabile: 25/150 rpm + 59,

- basket cilindrico di acciaio inox costituito da ma-
glie ondulate con un’apertura di 425 um;

- dispositivo atto a} prelievo di campioni in un punto
medio rispetto allo spazio del cestello alla parete.

Sono segnalati anche per questo apparecchio problemi
di omogeneitd del fluido di dissoluzione, nonché il
possibile intasamento delle maglic del cestello.

Accanto ai metodi ufficializzati, di pid o meno sem-
plice derivazione dal prototipo di Levy, sono stati
sviluppati altri apparecchi rispondenti a specifiche ri-
chieste dalio sperimentatore. Una modificazione cvi-
dente della camera di dissoluzione ¢ del sistema di agi-
tazione & stata introdotta da Gibaldi ¢ Winteraub ncl
Rotating flask dissolution apparatus [11] costituito da un
pallone sferico di vetro sospeso in un bagno termosta-
tico attraverso 2 sostegni in vetrn fusi ad esso in modo
da formare I'asse rotazionale della sfera. Il dispositivo
di agitazione non prevede variazioni di velocita.

Il Continwons—Flow  dissolution apparatus -  Rotating
HBagsker [12] costituisce uno sviluppo di questo concetto.
L’apparecchio & basato sul metodo del cesteilo in-
tradotto da Pernarowski [13]: in esso, pero, il fluido
di dissoluzione viene riciclato da una pompa 2 una ve-
locita maggiore di 70 ml/min,

Rotating filter — Stationary basket method [14).

Le caratteristiche ecssenziali di  questo apparcc-
chio seno:

~ il cestello stazionario contenente il campione;

- un apparecchio di fitrazione ruotante che prov-
vede anche all’agitazione del Auido;

- la possibilita di operare con diversi volumi di
fluido di dissoluzione. Questo apparecchio ¢ stato ap-
plicato sia nella fase di preformulazione, sia nello svi-
luppo di formulazioni, sia in fase di controllo di qualita.

Il prelievo attraverso un dispositivo di fitrazione
permette ’uso di questo apparecchio anche nella deter-
minazione della velocita di disscluzione di farmaci in
bulk, perd un apparecchio relativamente complesso
e quindi di difficile assemblaggio.

Sartorius dissolution simulator [15-16],

L’apparecchio rivendica una buana simulazione delle
condizioni fisiologiche in cul avviene il fenomeno della
dissoluzione grazie 2 un particolare design e alla pos-
sibilita di riprodurre le sollecitazioni cui il farmaco &
sottoposto in pivs dai movimenti peristaltici del tratto
gastroenterico. L’apparecchio & completamente auto-
matizzato anche per quanto riguarda il prelievo, la fil-
trazione e la raccolta del campione. Vi & pertanto una
buona riduzione dell’errore casuale 2 tutto vantaggio
della riproducibilitd dei risultati.
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Magretic basket dissolution apparatns |17).

Questa apparecchiatura nasce come modificazione
del metodo di Levy: permette un esatto posizionamento
delle forme farmaceutiche da analizzare, sia compresse
che capsule, in modo da assicurare la riproducibilith
del sistema ed eliminare le capsule flottanti. Infate,
il cestello viene fssato ad un magnete che sottoposto
a campo magnetico si orienta in modo definitivo e ri-
producibile di velta in volta,

Peristaltic Apparatus di Simmons [18].

Questo apparecchio nasce dall’osservazione della
fondamentale importanza dei moti peristaltici generati
e trasmessi dalla muscolatura gastroenterica: sono in-
fatti essi i responsabili delle caratteristiche idrodina-
miche che si verificano dutante la dissoluzione dei far-
maci nellorganismo. Sulla base di tali acquisizioni ¢
allo scopo di riprodurre le condizioni fisiologiche in
questo apparecchio si utilizza un flusso di liquido ge-
nerato da una pompa peristaltica a velocitd costante:
la turbolenza nella camera di dissoluzione produce dei
moti randomizzati della forma farmaceutica e fornisce
l'agitazione necessaria alla dissoluzione. L’apparccchio
¢ semplice ed applicabile a compresse ¢ capsule,

Column Methed [19].

L’osservazione che le migliori correlazioni vive-vitro
vengono ottenute nel casi di flusso laminare & all’ori-
gine dello sviluppo dei metodi a colonna. L'apparato
& costituito dai seguenti componenti:

— serbatoio di Auido,

- pompa peristaltica,

- scambiatore di calotre,

— colonna,

- SUpporto per compressa,

- sistema di filtrazione,

Tra questi metodi segnaliamo quello proposto da
Marshall: con questo apparecchio si ottiene che la forma
farmaceutica venga sospesa in un flusso turbolento men-
tre all’estremitd superiore del tubo separatore si veri-
ficano condizioni di flusso laminare, Anche Langen-
bucher [19] suggerisce questo metodo per la semplicita
¢ la riproducibilitd, Altri autori [20-22] consigliano uti-
lzzo di questo apparecchic nella valutazione della
velocita di dissoluzione intrinseca di un farmaco o di
una matrice non disgregabile del farmaco in ragione
del flusso idrodinamico controllato, mentre sarebbe
meio affidabilc per valutare la velocita di dissoluzione
del farmaco da capsule o compresse disintegrabili a
causa di possibill intasamenti del filtro.

Analoga attenzione, oltre che alle apparecchiature,
& stata dedicata all’analisi dei requisiti ¢ delle modalita
di svolgimento del test. Generalmente, ogni gruppo
di studio che ha affrontato il problema, propone di uffi-
cializzare la propria esperienza dettando delle « guide-
lines » relative a rtali requisiti a tali modalitd. Le indi-
cazioni che seguono hanno quindi carattere generale e
non necessatiamente concordano con quanto pProposto
dai vari gruppi. Pertanto aguni singola applicazione ri-
chicderd ulterjori specificazioni.

Elenchiamo brevemente le principali indicazioni con-
tenute nelle gia citate « guidelines » [7]:

- le condizioni di analisi dovrebbero garantire gi-
producibilith e accuratezza di risultati in laboratoridi-
versi, aventi una normale dotazione znalitica;

- la temperatura ed il volume del solvente dovreb-
bero essere standardizzati e, quando fissati, devono re-
stare costanti durante lo svolgimento del test: la velo-
cita di agitazione del mezzo di dissoluzione dovrebbe
poter essere variata, mantenendosi perd relativamente
mite, evitando turbolenze ¢ vibrazioni di qualsiasi
genere;

- il mezzo di dissoluzione dovrebbe essere il pit
semplice possibile garantendo pertanto una buona ri-
producibiliti: dovrebbe essere essenzialmente un si-
stema acquoso € in quantitd tale da soddisfate sempre
e sink conditions;

— poiché molti farmaci hanno una solubilitai pH-
dipendente, forza icnica ¢ pH del mezzo di dissolu-
zione dovrebbero essere costantemente controllati; sono
quindi da preferirsi le soluzioni tamponate rispetto
'acqua, citata per altro in diverse monografie;

- i valori di pH entro cui operare dovrebbero rien-
trate in un intervallo significativamente fisiologico e,
prima di effettuare tale scelta dovrebbe essere preso in
considerazione il profilo di solubilita del farmaco in
funzione dei valori di pH stessi.

Questa considerazione riveste particolare importanza
per le forme farmaceutiche a rilascio controllato, poiché,
in relazione ai tempi di permanenza nel tratto gastro—
intestinale, le variazioni di pH entto questo intervallo
assumono un maggior significato di adeguamento del
vitro al pive.

~ particolare attenzione dovra esserc usata per 'im-
piego di agenti tensioattivi, che potrebbero alterare le
caratteristiche di dissoluzione del farmaco;

- sviluppo di bollicine gassose durante il riscalda-
mento del liquido di dissoluzione possono alterare il
profilo di rilascio: & pertanto preferibile effettuare una
accurata deaerazione;

— la geometria delle apparecchiature dovrd esscre
la pit semplice possibile e di dimensioni tali da permet-
tere il mantenimento delle sink conditions;

— il recipiente di dissoluzione dovrd essere traspa-
rente e tutte le parti a contatto con il mezzo di dissolu-
zione dovranno essere chimicamente ¢ fisicamente
inerti. I recipienti dovranno garantire sempre dimensioni
esatte ed il vetro & sicuramente il pih adatto;

— Papparato deve permettere un’adeguata introdu-
zione del campione nel ‘mezzo di dissoluzione dove
deve rimanere immerso dutante il test;

- il campione non deve subire stress meccanici man-
tencndo cio¢ il proprio microintorno, garantendo con-
temporaneamente una sufficiente agitazione del solvente;

- per quanto riguarda la campionatura che dovrd
essere comunque tappresentativa, nei metodi a flusso
continuo essa non presenta particolari problemi; nel
caso di utilizzo di metodi ad apitazione meccanica,
invece, dovrd essere effettuata ad intervalli di tempo
stabiliti, assumendo una perfetta omogeneitd del mezzo
di dissoluzione. Le aliquote prelevate dovranno essere
integrate costantemente;



~ il metodo di analisi per i test di dissoluzione non
dovra esscre necessariamente specifico per il principio
attivo, se la stabilit e la purezza del farmaco verranno
determinate separatamente;

- Papparecchiatura dovrebbe essere utilizzabile per
la valutazione della maggiof parte di forme farmaceu-
tiche solide senza rendere necessarie modificazioni di
rilievo degli elementi costitutivi.

T

Per Vinterpretazione dei risultati ottenuti dai test di
dissoluzione iz pitre delle varie forme farmaceutiche,
né 'USP XX né la BP 1980 danno un’indicazione
univoca di un parametro che esprima significativamente
I'andamento del processo. Infatti, i due testi prescri-
vono soltanto la percentuale di principio attivo che deve
essere disciolto ad un tempo prestabilito. la scarsa
capacitd discriminante di tale parametro [7] nella in-
terpretazione del fenomeno di dissoluzione appare
evidente: formulazioni con profili di disscluzione so-
stanzialmente diversi possono apparire equivalenti se-
condo questo tipo di interpretazione. E possibile otte-
nere una stima migliore del profilo di dissoluzione estra-
polando i tempi neccessari a raggiungere due diverse
percentuali di principio attivo disciolto. Affrontando
di conseguenza questa vasta problematica, sono stati
fatti vari tentativi di monitorare la dinamica del processo.
Una delle proposte piis originali & il merodo della
« Dissolution efficienty » di Khan [23]. Secondo questa
metodica, ii processo & valutato attraverso il rapporto
tra Parea sottesa alla curva di dissoluzione ¢ quella ot-
tenuta considerando un rilascio istantaneo del 100 9
del farmaco. I limiti di tale approccio consistono nel-
P'arbitrarieth della scelta del tempo considerato ¢ nella
misconoscenzz della peculiarita della forma della curva
stessa [24]. Un diverso approccio per valutare il processo
di dissoluzione & indagarne la cinetica, utilizzando un
modello matematico che correli i dati sperimentali
ottenuti ciog Ja percentuale di principio attivo disciolto
e il relativo tempo.

Noyes e Whitney proponevano gia nel 1897 [25]
Pequazione:

d W
=K § C,
dt
dove: = velocitd di dissoluzione;
dt
S = area superficiale esposta al fluido di
dissoluzione;
C, = concentrazione di saturazione del far-
maco considerato;
K = costante di velocita,

Questa legpge € perd valida solo se il processo
avviene per diffusione controllata ¢ in condizioni
sink [26].

Molto spesso queste condizioni sono difficilmente ri-
spettabili sperimentalmente poiché la concentrazione
del principio attivo & tale da non permettere il mante-
nimento di condizioni sink e la superficie disponibile
alla disscluzione non & costante. Cid determina profili

™ di dissoluzione da cui non & piti possibile calcolare una
costante di velocitd di ordine zero come proposto da
Noyes e Whitney. Gibaldi ¢ Feldman [27] hanno pro-
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posto di utilizzare equazioni cinetiche di 1° ordine per
linearizzare le curve di dissoluzione di farmaci in forme
farmaceutiche solide:
log (% non disciolto) = log (C, S) K t
’ 2,303

Anche questo metodo non & comunque in grado di
tener conto della variazione della supetficie disponi-
bile alla dissoluzione che si verifica nel caso di com-
presse, dove la superficie esposta aumenta esponenzial-
mente durante il processo [28].

Hixon e Crowell [29] hanno dimostrato che in que-
sti casi I'area superficiale esposta pud essere correlata
alla quantitd del principio attivo non disciolto utiliz-
zando fattori di forma e volume. L’applicazione di tali
equazioni ¢ comunque un artefatto perché non consi-
dera che la cessione del farmaco non avviene solo da
particelle finemente disperse ma inizia gia al primo con-
tatto tra la compressa intatta ¢ il fluido di dissoluzione
e procede poi da granuli grossolani [30].

Considerando la molteplicitd dei fattori che inter-
vengono nel processo di dissoluzione, Wagner [30]
propone di utilizzare delle funzioni di distribuzione
normale per correlare i dati sperimentali. Questo me-
todo ¢ applicabile quando la frazione percentuale di
superficie esposta varia con una funzione di frequenza
normale rispetto al logaritmo del tempo.

Plottando i dati della percentuale disciolta di farmaco
contro il logaritmo del tempo su un’opportuna scala
probabilistica, il coefficiente angolare della retta cosi
ottenuta pud essere considerato una buona stima del
processo. Se, d’altro canto, non si verifica una funzione
di frequenza normale della superficie esposta, Langen-
bucher [31] propone di utilizzare la funzione di Wei-
bull [32]:

y=1-—exp—(t—td)P

dove:
b == fattore di forma;
a = fattore;

ty == parametro di « location »,

Questa equazione, linearizzata ¢ trasformata, per-
mette di ricavare i parametri della retta (b = slope;
—log a = intercetta) da cui & possibile risalire al ter-
mine t;. Quest’ultimo & una stima del processo di dis-
soluzione pill rigorosa del tsgo,.

In alternativa alle proposte che tendono a conside-
rare la variazione di area superficiale che ha luogo du-
rante il processo di dissoluzione, Kirazawa, partendo
dal presupposto che I'area superficiale di principio at-
tivo disponibile per la dissoluzione possa essere con-
siderata costante [33], ha sviluppato la seguente teoria:
sostituendo al valore della C, dell’equazione di Noyes-
Whitney [25] il valore C_ (ovvero la concentrazione
del principio attivo al termine della dissoluzione), si
riesce a cotrelare con una equazione semilogaritmica
il rapporto tra la quantitd di principio attivo presente
dopo la completa dissoluzione e la quantitd di princi-
pio attivo non disciolto al tempo considerato [34].

We '

In = =K.t

W, — W,
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dove

W == quantita del principio attivo a dissolu-
zione terminata;

w — C, == quantitd di principio attivo ancora
indisciolta al tempo considerato,

In un lavoro in cui venivano comparate le seluzioni
proposte da Gibaldi ¢ Feldman, Wagner, Langen-
bucher, Khan ¢ Kitazawa, Goldsmith [24) ha concluso
che non esiste alcun vantaggio nell’esprimere i dati
di dissoluzione secondo modelli matematici ma & op-
portuno considerare il profilo di dissoluzione riferendosi
al tempi in cui pili frazioni percentuali di principio
attivo sono disciolte (es.: tape, — tspo, ~~ tg3,30, —
— tggs, — tgo»,). Sulla base delle esperienze di Gold-
smith e delle indicazioni tratte da quanto descritto in
letteratura nessun approccio matematico sembra poter
fornire indicazioni maggiori per una migliore discri-
minazione delle caratteristiche di dissoluzione di di-
verse formulazioni farmaceutiche.

Appunto per questo, la semplice utilizzazione delle
percentuali di principio attivo disciolto in funzione
del tempo pub comungue essere considerata una utile
base per descrivere il processo di dissoluzione ¢ valu-
tare 1! differente comportamento di diverse formula-
zioni,

In fase di ricerca {preformulazione) ove occorre avere
patametri utili al tentativo di una correlazione #itro-
vive Vapplicazione dei modelli matematici pud essere
comungque utile. D’altra parte ecco che nasce Pesperienza
di scegliere uno o pitl parametri della cinetica di assor-
bimento in rire del farmaco e delle sue forme farma-
ceniiche che possono correlare con i parametri derivati
dai suddetti modelli. Per quanto riguarda questi ultimi,
tre sono i parametri /7 pivo che pil sono stati conside-
rati come indicativi di una buona performance della
forma farmaceutica:

a) il t max, cioé il tempo a cui si ha la massima
concentrazione plasmatica del farmaco in esame {35, 36];

b} la ¢ max, cioé la concentrazione plasmatica
massima de! principio attivo [36--38];

¢} VAUC (area snder the curve), cioé l'area sottesa
alla curva della concentrazione plasmatica in funzione
del tempo [35, 36, 38].

Molto diffuso & anche Pimpiego, come parametro
fn veve della concentrazione plasmatica riscontrata ad
un tempo prefissato, concentrazione che non & neces-
sariamente quella massima: si veda ad esempio, il la-
voro di Simmons [39], in cui vengono impiegate per le
correlazioni ritre-vive le concentrazioni plasmatiche ri-
spettivamente a 30 ¢ 60 min, o il lavoro di Pasich [40] o
di Rapits [36], in cui i livelli plasmatici considerati sono
quelli ad 1 ¢ 2 ore.

Oitre ai livelli ematici, per), molto spesso anche [e
concentrazioni di farmaco escreto nelle urine wven-
gono impiegate per stabilire una correlazione con i
test jn pitro [41). ln questo caso, solitamente si impie-
gano i valori di percentvale di farmaco escreto fino
ad un certo tempo prefissato [42), oppure la quantith
totale di farmaco recuperata nelle urine [43, 44).

Infine, ricordiamo alcuni casi particolari di para-
metri #n rive: il tempo necessario alla comparsa di

una prima concentrazione plasmatica rilevabile del
farmaco [45] o il Jogaritmo dell'area sottesa alla curva
hivelli plasmarici-tempo [46} ™

Per quanto riguarda i test in witro, il paramctro
pit impiegato per tentare delle cotrelazioni con il
vive & la percentuale disciolta ad un tempo prefissato,
ma & la scelta di tale tempo che varia da autore ad au-
tore. Simmons, ad esempio, ha impiegato le concen-
trazioni disciolte ai 10 e 20 minud [39] Jones quella
ad 1 ora [43]; Kent quella a 22 minuti [35]; Raptis
ancora quella 20 min [36]; le concentrazioni trovate
dopo 1,5, 2 e 2,5 ore di dissoluzione [40]; Meyer quetla
relativa a 90 min [42].

Un altro parametro ## #ifre molto usato & il tempo
a cui si ha la dissoluzione di una petcentuale di prin-
cipio attivo prefissata. Anche in questo caso la scelta
di tale valore di percentuale risulta arbitraria e di-
versa da autore ad autore: ad esempio, Simmons
ha impiegato il tene;, ciod il tempo a cui si ha la dis-
soluzione del 60 v, del farmaco [47), mentre Raptis
[36] ha usato il tsp+;, come pure Watori [48].

Diversi autori hanno impiepato il teg3z+, come il
ty (variabile di dissoluzione), in quanto tale valore &
ricavabile dalPequazione di Weibull, usata da aleuni
ricercatori per la linearizzazione delle curve di dis-
soluzione. Sempre a partire dai dati di percentuale
di farmaco disciolto in funzione del tempo, altri para-
metri che sono stati presi in considerazione per le
correlazioni sifre-vive sono la pendenza di wli curve
ad un tempo prefissato o la pendenza massima [36].
Ricordiamo infine che in taluni casi sono stati usati
i logaritmi di alcuni dei parametri iz vitro sopra ri-
cordati: Wagner [45] ha impiegato il logaritmo del
tempo a cui si ha il 509, o I'859, di dissoluzione;
Nimmerfall [46] il logaritmo del t d, ciog del tempo
a cui si ha la dissoluzione del 63,29, ricavato dal-
I'equazione di Weibull,

Per quanto riguarda il tipo di apparecchiatura im-
piegato per i test in vitro, sulla base dei quali si & cer-
cato di stabilire una correlazione #itro-rive, anche in
questo caso ci si trova di fronte ad un numero note-
vole di scelte diverse fatte di diversi ricercatori,

L’apparato USP « rotating basket » & stato impiegato
da Wagner [45], Ridolfo [50], Leonard [38], Meyer
[42]. L’apparato USP « paddle method » da Kent [35]
e da Wolkling [51]. Tra gli altri apparecchi previsti
da farmacopee ufhiciali, ricordiamo ['apparecchio BP,
impiegato da Rubinstein {44].

Naturalmente in molti casi sono stati usati apparec-
chi non di farmacopea, e tra questi ricordiamo solo
'apparecchio Sartorius [43]), e quello di Simmons,
basato sulla peristalsi [39-47],

Da quanto detto sopra; risulta evidente che non esi-
ste un approccio prevalente per il tenutivo di una
correlazione ritro-vive. Cio dipende essenzialmente dal
fatto che, sia per quanto riguarda le tematiche di con-
trollo sia per le elaborazioni matematiche dei dati di
dissoluzione, non si é evidenziara una linea di lavoro
con risultati nettamente superiore alle alre. Cio po-
trebbe suggerire che la scelta sia dell’apparecchiatura
che dell’approccio matematico possa essere fatta es-
senzialmente sulla base di considerazioni tecnico-pra-
tiche, di riproducibilitd, di semplicit, ece.

A conclusione di questo lavoro, anche il nostro
gruppo di studio avanza una proposta di ufficializ-
zazione del test di dissoluzione, tenendo presenti quali



ne siano i campi di applicazione e le rispettive esi-
genze:

— in sede di ricerca o preformulazione si richiede
la massima disponibilita e flessibilitd nella selezione
dell’apparecchiatura da utilizzare, del metodo da ap-
plicare e dei parametri da impiegare nella ricerca delle

557

- in sede di applicazione, come controllo di qualita,
sard compito degli organismi preposti di stabilire i
casi di applicazione ¢ le relative specifiche.

Tali normative dovranno essere il pitt possibile
semplici e riproducibili, prevedere 'impiego di una
unica apparecchiatura di semplice assemblaggio e di
accettabilitd riconosciuta sul piano internazionale,

eventuali correlazioni pivo—vitro,
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hNTRODUZIONE.

L’enotme sviluppo delle nuove formulazioni ga-
leniche che vanno sotto il nome di Drug Delivery
Systems, ¢ in parte dovuto alla crescente difficoltd
che Tindustria farmaceutica a livello mondizle in-
contra nellintrodurre sul mercato molecole originali.

Da qui la tendenza a rivolgersi verso molecole
note gid introdotte sul mercato la cui efficacia tera-
peutica non & completamente espressa dall'incorpo-
ramento in formulazioni galeniche convenzionali, ca-
ratterizzate ciod da una rapida cessione del principio
attivo [1].
_ Draltra parte alcuni autori, in particolare Urquhart
[2, 3], cercano da qualche tempo di legittimare da un
punto di vista scientifico la validitd di questo tipo di
operazioni. Sccondo questo autore esiste una diffe-
renza concettuale tra forme convenzionali e nuove
formulazioni nel senso che le prime sono caratteriz-
zate esclusivamente dalla quantitd di principio attivo
in esse contenuto mentre le seconde sono essenzial-

ente specificate dal parametro velocitd di rilascio.

uesto passaggio da un concetta statico di dosag-
io (basato cioé sulla quantitd) ad uno dinamico (fon-
ato cicé sulla velocitd di rilascio) dovrebbe portare
a decisivi miglioramenti nell’ottimizzazione dell’azione
terapeutica di molti farmaci.

Partendo da questo tipo di considerazioni, in questi

wltimi anni sono state studiate, soprattutto dal gruppo
!

Tabella 1. - « Systems » terapentici.

PRODOTTO Tecnica di rilascio Velocitd di rilascio

Pilocatpina .... Diffusione  attra- 20-40 ug/ora per
verso membrane 1 settimana
dense

Progesterone. ..  Diffusiene  attra- 65 ug/die per 1-2
verso membrane anni
dense .

$copolamina... Diffusione attra. 140 ug in 6 ore
verso membrane poi 5 pglora si-
porose no al 3! giorno

Metoprololo.,.  Diffusione  attra- 19 mgjora

verso pompe os-
motiche

californiano dell’« Alza », soluzioni tecnologiche nuove
allo scopo di ottenere dei cosiddetti sysiems te-
rapeutici caratterizzati da velocitd di rilascio dei prin-
cipi attivi perfettamente specificate [4-6]. Nella Tab, 1,
sono riportati alcuni esempi di questi systems. Oc-
corre tuttavia sottolineare come queste nuove tecno-
logie rappresentino soluzioni ancora di « frontiera »
essendo attualmente la quasi totalitd del mercato dei
Drrag Delivery Systems rappresentata dalle forme orali
ad azione ritardata. Una review esauriente su queste
formulazioni farmaceutiche & stata recentemente pub-
blicata sulla rivista « Farmaci» [7].

Di particolare importanza in questo campo sono
le tecnologie di microincapsulazione efficaci per pe-
riodi di 8-12 ore. E chiaro che per I ricerca ¢ lo svi-
luppo di queste formulazioni diventa indispensa-
bile la conoscenza delle correlazioni tra i test di ri-
lascio in vitre ed i parametri cinetici ottenuti iz sive
utilizzando I'animale da esperimento o I'vomo.

PARTE SPERIMENTALE.

Ormai da qualche anno nel nostro Istituto ci oc-
cupiamo di «testare» in wipo sull’animale da esperi-
mento o sul volontario sano formulazioni di tipo
sustained release, 1 tipl di farmaci che abbiamo mag-
giormente studiato sono i nitrati organici e gli
antireumatici non steroidei,

Descriviamo qui brevemente alcuni studi cinetici
eseguiti con questi farmaci.

1) Nitrati organici. - A questa classe di farmaci ap-
partengono molecole come la nitroglicerina (TNG)
e lisosorbide dinitrato (ISD), largamente utilizzate
nel trattamento dell’angina pectoris, In Fig. 1, viene
riportato un cromatogramma esemplificativo della me-
todica gascromatografica utilizzata per la determina-
zione dei nitrati organici. In Tab, 2, sono riportati i
principali parametri analitici. Questa metodica & estre-
mamente specifica e sensibile ed & stata descritta ed
utilizzata per la prima volta da Rosseel e Bogaert
dell’Universitd di Ghent [8, 9]. Questo improve-
ment di tipo analitico & in parte servito a risolvere
la controversia sorta a metd degli anni 70 sulla effi-
cacia o meno dei nitrati organici ed in particolare
della TNG somministrata per via orale in formula-
zioni di tipo swstained release.
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ISDN (i.s)
TNG

ol

L

Fr6, 1. ~ Cromatogtamma di un estratto plasmatico contenente
1 ng di TNG ¢ 5 ng di I1SD come standard interno

Tabella 2. — Parametri gascromatografici wtilizzati mella
deferminagione dei nitrati organici.

~ Apparatus: C. Erba Fractovap 2900 - capillary column 's.c
63
— Detector: ecd, Ni (10mCi)
— Colum: 8E 52 (MEGA), 15m x 0.32 mm i.d., 0.4-0.45
un film thickness
— Oven: 600 C 39.9° C/min 150¢ C 39.9% C 2000 C
2 min 5 min 12 min
-— injector/detector: 1750C[2250C
-~ Gas flow: carrier, He 3 ml/min — Scavenrer: N, 40 m}/min
2 2
— Pulse width: 1 uS Voltage: 50 V constant period
Splitting ratio: 1:20 Splittless: 15 sec
— Recorder: 1 mV  Zero: 1.22 nA  Ch. speed: 1 cm/min

Alcuni autori, come Needelman [10, 11] negavano
ogni efficacia clinica a causa della veloce ed intensa
inattivazione epatica (first pass effect) a cui vanno
incontro i nitrati organici quando somministrati per
via orale, mentre altri autori [12, 13] sulla base di
studi clinici contraddicevano questo punto di vista.
Al momento attuale possiamo ritenere accertata Pef-
ficacia clinica dei nitrati dopo somministrazione per
via orale [14].

Nella Fig. 2, sono riportate le curve seriche dopo
somministrazione in cross—over a 6 volontari sani
rispettivamente di 0,6 mg di TNG per via sublinguale (1)

(1) Trinitrina 8 (C. Erba).

-

o4 1 + i o
np/ml g FE/ML) rrmhmn) AUC(ng.1:/m1)
n,n1 A0 2,94
1,87 5 0,74
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1.5 O-———— suhlinguala (0,6 mp)
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20 40 60 an 120

I ]

. - i 360
240 tempy (min) L

Fre. 2. - Trinitroglicerina nell'uomo. Livelli serici medi {somministrazione in cross—over, n = 6)
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Fic. 3. - Isosorbide dinitrato, Livelli plasmatici medi (studio in crosr—over su sei soggetti)

¢ 20 mg di TNG per via epicutanea (2), Si pud notare
come, dopo somministrazione sublinguale, che & stata
per lunigo tempo la sola via di utilizzo per questo
farmaco, si ottenga una cinetica caratterizzata da un
assotbimento estremamente rapido ¢ da una succes-
- siva altrettanto rapida fase di eliminazione, B chiaro
' che questa somministrazione rimane indispensabile nel
caso di attacchi anginosi acuti; & altrettanto evidente
che essendo P'angina pectoris una malattia cronica di-
venta del tutto giustificata la ricerca di formulazioni
capaci di fornire una copertura terapeutica che non
si pud assolutamente ottenere con la somministrazione
: sublinguale.

. A questo proposito, & molto interessante la curva
serica ottenuta dopo somministrazione epicutanea ri-
portata in Fig. 2. Curve non troppo dissimili sono
state ottenute da noi e da altri autori [15], dopo som-
ministrazione per via orale di formulazioni ritardo
di TNG.

. Nella Fig. 3, sono riassunti i risultati di uno studio
sul volontatio sano dopo somministrazione in Isosor-
‘bide dinitrato per via sublinguale con una formula-
‘zione in compresse (1) ¢ pet via orale con una for-
'mulazione in capsule (2} tipo sustained release. Lo
studio & stato escguito secondo un disegno di sross-
ever. In Fig. 4, sono riportati i livelli dei principali
metaboliti dell’ISD, i mononitrati che sono stati deter-
minati con la stessa metodica analitica utilizzata per
il farmaco inalterato,

Dall’esame delle curve seriche medie della Fig. 3,
risulta evidente che i livelli di ISD nel siero dopo som-
ministtazione della formulazione ritardo si manten-
gono per un tempo piuttosto lungo, superiore alle
12 ore, per cui & largamente prevedibile un effetto
farmacologico di lunga durata. Inoltre, Ieliminazione
del picco iniziale caratteristico della via sublinguale
gviebbe dovuto portarc ad una riduzione degli effetti

"collaterali (in questo caso la cefalea).
. In effetti, la somministrazione della formulazione ri-
tardo dosata a 20 mg ai soggetti non digiuni non ha
|

evidenziato 2 differenza di tutte le altre somministra-
zioni, alcuna comparsa di cefalea,

I dati della Fig. 3, relativi alle somministrazioni
ritardo, furono sottoposti ad analisi compartimentale
mediante 'uso del calcolatore. Il modello scelto &
stato quello di un’infusione con una costante di tra-
sferimento di ordine zero al compartimento corpareo
ed una costante di eliminazione del primo ordine da
tale compartimento. In Fig. 3, & descritta I'equazione
per la determinazione dei livelli serici nel comparti-
mento insieme ad alcuni parametti farmacocinetici,

Dalla Tab. 3 si deduce che la costante di trasferi-
mento di ordine zero, K, raddoppia il suo valore
passando da 7,47 mg/h nel caso della somministra-
zione delle capsule da 20 mg ad un valore di 15,03
mgfh nel caso della somministrazione delle capsule
da 40 mg. Questo pud significare che I'andamento
di rilascio del farmaco e il suo trasferimento al com-
partimento corporeo non & modificato dall’aumento
del numero dei pellets attivi. Considerando il pa-
rametro AUC (area sottesa alla curva serica) si ottiene
una disponibilitd media per la formulazione di 40 mg
del 164 %, relativamente alla preparazione da 20 mg,
cio¢ dose per dosc deil’82 9. Sempre confrontando il
parametro AUC, & interessante sottolineare come la
presenza di cibo nello stomaco non diminuisca di
molto la biodisponibilitd della formulazione da 20 mg.

Il fatto che dopo somministrazione della capsula
da 40 mg si ottengano ancora alla 128 ora valori di
ISD di cirea 2 ug/ml di siero ha suggerito I'idea di
intraprendere uno studio cinetico con somministra-
zioni ripetute, una capsula ogni 12 ore, per 5 giorni
al fine di verificare la comparsa di eventuali fenomeni
di accumulo. Lo studio, che & gia stato pubblicato [16],
non ha evidenziato fenomeni di accumulo sia del far-
maco inalterato (ISD) sia dei principali metaboliti.

(2) Nitro-bid ® (Marion).
(1} Carvasin B (Ayerst),
(2) Surecaps ® (Pharmatec),
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Fic. 4. - Metaboliti del'ISD. Livelli plasmatici medi (n = 6) dopo somministrazione di 40 mg di ISD sustained release

Tabella 3. — Parametri farmacocinetici relativi alle curve
di Fig. 3.

1 2 3
Ko (Mgh) «vvnereeneenneneen 7,47 1,81 15,03
Ko (b)) rennnnnennnniannnn 0,22 0,16 0,12
trs () venennnns T 3,15 4,33 5,77
AUCo—od(ng hfml) .ovvvvnnn. 27,19 124,37 44,58
CLlgfmin) coeeeeneeenen 12,26 13,68 14,96
Tand £+eecernrnenearnnes cee 2,70 2,60 2,70

Cp (‘51) =

K, (l-eFetl) ¢ —Kad
K,

Draltra parte, occorre riferire che in un recentissimo
studio [17] alcuni autori dopo somministrazioni ri-
petute di diverse formulazioni di ISD a pazienti ospe-
dalizzati hanno trovato che le concentrazioni plasma-
tiche del farmaco aumentavano con il tempo, e que-
sto potrebbe indicare che i processi di biotrasforma-
zione epatica possono cssere di tipo saturabile.

2) Antiinfiammatori non steroidei. — Numerosi sono
gli studi eseguiti nel nostro istituto con molecole ap-
partenenti a questa classe terapeutica. A titolo d’esem-
pio riportiamo i risultati di uno studio eseguito con
formulazioni microincapsulate di Ibuprofen. Ci & sem-
brato questo un esempio particolarmente significativo,

poiché per questa sperimentazione la collaborazione
tra il laboratorio galenico e il gruppo di farmacocine-
tica & iniziata fin dalle fasi iniziali del progetto.
L’Ibuprofen da un punto di vista farmacocinetico
@ ben assorbito quando somministrato per via orale.
1l picco serico & raggiunto tra 1 e 2 ore dalla sommi-
nistrazione sia in diverse specie animali che nell’'vomo
[18]. Dopo lassorbimento, il farmaco & rapidamente
eliminato con un tempo di semivita, che nell'uomo
& di circa 2 ore [19]. D’altra parte, studi condotti nel
nostro Istituto su alcuni primati (Babbuino e Cyno-
molgus) hanno indicato che la cinetica di assorbi-
mento e di eliminazione & molto simile a quella del-
'uvomo. Da un punto di vista terapeutico, il fatto che
la molecola sia eliminata piuttosto rapidamente im-
plica la necessitd di somministrazioni giornaliere ri-
petute, con una mancata copertura terapeutica nclle
prime ore del mattino. Inoltre, le concentrazioni ele-
vate che si ottengono al picco potrebbero contribuire
ad accentuare alcuni effett! “collaterali che sono carat-
teristici di questa classe di farmaci. Questi sono al-
cuni dei motivi che hanno condotto allo sviluppo di
formulazioni « ritardo »*di Jbuprofen. 1l piano speri-
mentale utilizzato nel nostro studiq ¢ stato il seguente:

~ preparazione da parte del laboratorio galenico di
un certo numero di formulazioni microincapsulate (1)
di Tbuprofen aventi differenti tempi di rilascio in vifre;

— sulla base della somiglianza cinetica tra i primati
e PPuomo condurre uno studio preliminare sommini-

(1) Surecaps ®' (Pharmatec).



strando in ¢ross—over ad un gruppo di scimmie Cy-
nomolgus le formulazioni ritardo in confronto con
una preparazione a cessione immediata (2);

- scegliere sulla base di precisi parametri farmaco-
cinetici, la formulazione ritardo pitt interessante e
provarla su di un gruppo di volontari sani nuova-
mente in confronto con una preparazione pronta,

Per la determinazione dei livelli serici di Ibuprofen,
¢ stato utilizzato un metodo gascromatografico messo
a punto ncl nostro laboratorio ¢ gia pubblicato [20].

In Tab. 4, & riportato I’elenco delle formulazioni uti-
lizzate nelio studio con i differenti tempi di rilascio
del principio attivo, menfre in Tab. 5, & indicato lo
schema utilizzato nella fase di sereening  sull’ani-
male. Nella Fig. 5, si possono vedere le curve seri-
che medie ottenute dopo le diverse somministrazioni.

I parametri cinetici considerati per la scelta della
formulazione sono quelli classici utilizzati in questo
tipo di studio e sono stati raccolti nella Tab. 6.

Tabella 4. — Rilascio percentuale in vitro dell’ Ibuprofen.

Forme «Ritardo» Forma
«Prontas
A B C D E

Dopo 1 ora... 7,1 20,2 15,2 20,4 58,8

. Dopo 2 ore... 22,9 35,4 41,6 42,8 82.6

Dopo 4 ore... 53,0 62,6 68,5 68,5 95,4

Dopo 6 ore. .. 100,0  100,0 100,0 100.0 100,0
200 -

ug/ml

150

1und
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Tabelia 5. — lbuprofen. Schema di cross—over su scimmie
Cynomolgus. Dose: 30 mg.

Trattamento
ANIMALE Peso Sesso
n (Kag)

1e 10 I L 5o
| S 1,5 M A B C D E
2 e, 3.4 M B C D E A
K 3,1 F () D E A B
4 ... 2,5 F D E A B Cc

Tabella 6. — ITbuprofen. Parametri farmacocinetici delle
Sormulazioni utilizzate nello studio.

E A B C D
AUC (mg.hjml) 0,52 0,67 0,71 0,59 0,62
t (h) max..... 1,00 5,00 1,00 1,50 1,50
c max (ug/ml). 174,30 60,40 128,10 137,40 149,%
Biod. relativa.. 1,00 1,29 1,37 1,13 1,20

Dall'esame dei parametri cinetici & venuta la scelta
per la formulazione A, che & stata quindi testata
su un gruppo di 8 volontari sani. Alternativamente,
ai soggetti volontari sono state somministrate 2 com-

(2) Brufen ‘® (Formenti).

tempo [ore)

Fic. 5. - Ibuprofen ritardo su scimmia. Livelli serici medi n =4
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presse della forma pronta a distanza di 5 ore una
dall’altra, € 2 capsule della forma ritardo A in un’unica
somministrazione. Entrambe le forme erano dosate
a 300 mg di principio attivo. In Fig. 6, sono riportate
le curve seriche medie dall'esame delle quali si pud
dedurre la buona biodisponibilita della forma ri-
tardo. In Fig. 7, sono riassunti i risultati di uno stu-

dio eseguito su 8 volontari sani con somministrazioni
tipetute della forma ritardo A dosata a 400 mg. Le
somministrazioni eseguite a distanza di 12 ore per 7,
giorni non hanno portato a fenomeni di accumulo.
T risultati estremamente positivi ottenuti ci permet-
tono di affermare che il disegno sperimentale utiliz-
zato rappresenta un approccio tazionale e scientifi-

pyy) unica sommis

Formia pitacdo 1o s
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Fig. 6. — Ibuptofen nelluomo, Studio in cross—sper su 8 soggetti (4M + 4E), Livelli serici medi
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camente cortretto nello sviluppo di una formulazione cocinetica nello sviluppo dei Drug Delivery Sistems.
ritardata sino alle soglie delle prove cliniche con- Intanto perché il profilo «ritardato » del farmaco e
trollate. quindi la sua prolungata durata d’azione deve essere

ben dimostrata in rive sulla base di precisi parametri
farmacocinetici, quali il C,,, Tp.., ¢ VAUC. E questa

CONCLUSIONI. conoscenza del profilo «cinetico» i wive diventa di
fondamentale importanza qualora si_abbia a che fare
‘ I dati presentati ip questa relazione confortano la con principi attivi, per i quali il ramge tra livelli
| nostra opinione sull’importanza degli studi di farma- inefficaci e livelli tossici & stretto.
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Rischio di intossicazione da dimetilformamide

in una fabbrica di pelle sintetica

Al PAOLETTI e A. IANNACCONE

Istitnto di Medicina del Lavoro dell’ Univeriita Cattolica, Roma

Riassunto. — Jn wna fabbrica di pelle sintetica polinreta-
Hita sono stati condotti rilievi epidemiologici ed ambientali,
Disturbi dispeptici, diarrea ed intolleranza aliacool sono i
principali sintomi riscontrati wel gruppo di laverateri cipo-
stf alla dimetilformamide.

Summary (Toxicity hazard in a plant producing a
synthetic leather). - JZipidemiological and environmental
surveys were effected in a plant producing a poliurethanic
legther.  Dyspepsia, diarrboea and alcobol intolerance were
the main symptoms found in workers exposed to dimethyl-
Jormanmide.

L'uso della dimetilformamide (DMF) come solvente
industriale si ¢ andato sempre pit estendendo specie
nei settoti chimico—farmaceutico, petrolchimico, tes-
sile ¢ conciario. Parallelamente lo studio della sua
tolssicita si & arricchito di osservazioni sperimentali e
sull’'uomo capaci di tratteggiarne con sufficiente pre-
cisione i possibili effetti acuti, ma non ancora soddi-
sfacenti per definire quelli da esposizione prolungata.
Ancora agli inizi degli anni ’60 qualificati testi di
medicina del lavoro e di tossicologia industriale misco-
nescevano questo solvente; a tutt’oggi la legislazione
italiana in materia di prevenzione ed assicurazione delle
malattic professionali non nomina nelle rispettive ta-

bjrllc la sostanza, ovvero la categoria, le amidi, cui

€ssa appartiene.

Nell’intento di apportare un contributo allo studio
del rischio di tossicitd per esposizione cronica alla DMF,
riportiamo i rilievi ambientali ed epidemiclogici con-
dotti in una fabbrica che produce una finta pelle sca-
mosciata, utilizzando tale solvente in una parte del
ciflo lavorativo (1).

CICLO TRODUTTIVO,

ila fabbrica, un moderne complesso  industriale,
piaduce una originale ¢, nel suo genere, pregiata
futa pelle scamosciata, i cui costituenti base sono
un poliestere ed un poliuretano. Il prodotto finito
trova mercato nei settori dell’abbigliamento e dell’ar-
redamento.

1l ciclo produttivo si articola in tre distinti reparti:

— reparto di agofeltratura, dove una fibra sintetica
poliesterica & sottoposta a sballaggio, sfioccatura, car-
datura ed agofeltratura, fino alla formazione di un ro-
tolo di tessuto non tessuto (feltro);

— reparto dei trattamenti chimici, dove il vello
agofeltrato & trasformato in pelle grezza mediante bagni
successivi in un collante idrosolubile, in un solvente clo-
rurato ed in una soluzione dimetilformamide-poliure-
tano (DMF-PU), la quale resina si coagulz sul polie-
stere dando corpo al prodotto. Le tre linee citate sono
alloggiate in ambienti adiacenti ma distinti. Seguono
le operazioni di camosciatura;

- reparto tintoria, dove la pelle grezza viene tinta,
rifinita ed avviata al confezionamento,

Completano la fabbrica alcuni reparti o lavorazioni
accessorie: la manutenzione elettrica ¢ meccanica, la
centrale termoelettrica, il trattamento acque, il recu-
pero solventi, il laboratotio controlli ed un piccolo
impianto per la sintesi del poliuretano.

RILIEVI AMBIENTALL

Nel presente lavoro testringiamo I'interesse alla sola
linca dove & presente ¢ nettamente prevalente il rischio
da DMF. In essa si distinguono due sczioni, una di
preparazione della soluzione (A) ed una di impregna-
zione della pezza (B).

{A). La zona di preparazione & un locale di circa
80 m?, alto 5 m, alloggiante il serbatoio miscelatore
al quale, in ciclo chiuso, giunge la soluzione DMF-
PU ¢ nel quale gli operatori versano degli additivi
(antiossidanti, stabilizzanti, adsorbenti, ccc.) attraverso

(1) I dad tecnologici, epidemitologict ed ambientali tiportati
nel presente lavoru si riferiscono all'incirca ai primi due anni di
cscrcizio dell’impianto; in particolare quelli epidemiologict sono
stati raccolti nell’arco di 18 mesi e quelli ambientali nel corso
di alcuni mesi successivi alla chiusura dei dati biostatici. Dopo
tali indagini ’Azienda ha provveduto ad apportare migliora-
menti sostanziali al processo ed alle condizioni di lavoro. Sul
tipo di prevenzione attuata ¢ sui succcssivi rilievi effettuati ¢
nostra intenzione stendere una seconda nota.
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un passo d’'uvomo che viene aperto in genere una sola
volta per turno per alcuni minuti. Le operazioni di
carica sono svolte con maschera antigas. Gli operatori
stazionano nel locale mediamente 60 minuti per turno,

‘Le determinazioni ambientali della DMF (eseguite
dal Laboratorio di Igiene e profilassi, Reparto chimico,
ESQP di Terni), sono sintetizzate nella Tab. 1. Si
no affermare, in accorde con la valutazione sogget-
va del gruppo, che in prossimita dell’apparato di ca-
camento esiste sempre una contenuta presenza di va-
oti di DMF, che sale bruscamente durante la carica;
ritorno a valori «accettabili» & rapido grazie alla
fevith dell’operazione ed alla buona ventilazione del-
ambiente. (Ricordiamo che il TLV-TWA del’ACGIH
er il 1979 & di 30 mg/m?® o 10 ppm e il TLV-STEL
di 60 mg/m? o 20 ppm).

b4

P
t1
ri

e M= =%

Tebella 1. - Rilicvi ambientali di DMEF (mg{m3) in pre-
| parazgione.
|

PUNTI DI PRELIEVO

Passo chiuso Passo aperto

Viicino al serbatoio ............... 13,0 13,8
Al 3 m dal serbatoio .............. 9,2 10,0
Diurante la carica presso il boccaporto — 04,0
Subito dopo la catica ..c..vvvannnn 23,8 —

{B). La zona impregnazione ¢ un ampio locale a svi-
ppo longitudinale, alloggiante la vasca dove scorre
a| ciclo chiuso la pezza nella soluzione DMF-PU. §i
possono configurare schematicamente tre situazioni ti-
po. La prima, in cui tutto procede normalmente e gli
e
c
d

—

L1

peratori controllane dall’esterno P'andamento del pro-
ts550, effettuando periodici prelievi della soluzione me-
iante 1'apertura del ciclo sotto protezione individuale
chn maschera e guanti. La seconda situazione & quella

gli interventi programmati di apertura del ciclo per
la pulizia della vasca ¢ la manutenzione interna. Cio
ayviene mediamente una volta per mese, ma nei primi
tempi ha toccato frequenze un po’ pib alte: dopo 12
re di lavaggio con DMF il solvente & scaricato in
serbatoio chiuso, il ciclo viene aperto, gli operatori en-
trano con protezione integrale e puliscono le supetfici
con degli stracci; l'operazione dura circa tre ore e
nezzo, con opportune pause intervallate. La terza si-
ttazione ¢ quella degli interventi straordinari di aper-
tura del ciclo, quando la pezza perde la guida di scor-

Tabella 2. - Rilieri ambientali di DME (mg{m3) in impregnazione,

rimento e genera una rolla. Cid avviene mediamente
una volta per mese od anche meno, ma nei primi
tempi la frequenza & stata assai pib alta: in tale frag-
gente lz produzione viene interrotta, il ciclo & aperto,
la soluzione DMF-PU & fatta scolare, gli operatori,
con protezione integrale, tagliano la rolla, raggiuntano
i capi della pezza e riattivano impianto; il tempo
medio di intervento varia dai 15 ai 40 minuti per due
operatori.

Le determinazioni ambientali della DMY sono sinte-
tizzate nefla Tab. 2. Nella condizione di normale eset-
cizio si evidenziano valori relativamente bassi ovun-
que, eccetto presso un vaso di raccolta {(aperto) ¢ du-
rante ['apertura della vasca per i prelievi, Nel corso
della programmata manutenzione i valori di centro
ambiente tendono ad alzarsi, pur rimanendo al di sotto
del TLV-TWA ovunque; un’ora dopo [a chiusura del
ciclo si ripristinano i valori di normale esercizio, con
I'eccezione del livello vasca. Condizioni- francamente
abnormi, invece, si gencrano durante la rollatura, ove
sono registrati, rispetto al normale esercizio, deghi in-
crementi medi nei groppi di plazze di rilevamento tra
loro omogenee che vanno dai 10 ai 70-80 mg/m®. Nel
punto pilt critico si evidenziano punte fugaci di 549
mg/m®; dope un’ora dalla riattivazione del ciclo i va-
lori ambientali si distribuiscono entro un rasge com-
preso tra 2,2 e 26,9 mg/m®, con I'eccezione del livello
vasca; tuttavia Iinquinamento di fondo del reparto
resta aumentato, con incrementi medi nei gruppi di
piazze omogenee di 2-9 mgim®.

RiLIEVI EPIDEMIOLOGICI.

Nello stabilimento lavorano 264 persone, di cui 256
uomini ed 8 donne, le quali sono addette all'ispezione
terminale del prodotto e al confezionamento. L’etd
media di 28,7 anni e anzianitd lavorativa media di
2,2 anni sono pressoché uniformi in tutti i reparti, Il
48,597 dei lavoratori & impegnato nei tre reparti di
produzione, il resto nei reparti o nelle lavorazioni ac-
cessorie. Risultano esposti direttamente al rischio da
DMF 27 soggetti (10,2 ©1), dei quali 4 in preparazio-
ne, 10 in impregnazione ed inoltre 5 capiturno, il capo-
reparto ¢ 7 addetti alla manutenzione, che operano
prevalentemente ma non esclusivamente nella linea con-
siderata. Altri 24 lavoratori (9 %), impiegati nelle lince
contigue, possono considerarsi esposti solo occasio-
nalmente,

I rilievi biostatici che esponiamo (Tab. 3), sono la
sintesi dei dati raccolti nel corso dei primi 18 mesi

Pulizia vasca Roliatura
PUNTL I PRELIEVO “l—;‘n(:;lf; - — e
in atto I h dopo in atto 1 h dopo
Centro ambiente ed altri 13 punti.........ooo00 0-6 0,2-12.4 0-5,4 8,1-172 2,2-26,9
R 4,2 34,2 11,5 549 44
Yaso di raccolta {apefto) ...ovivniiiiiaa e, 36 5,4 3,1 70,6 12,5
Zona di apettura vasca per prelievo ............... 66 24,4 12,5 98 13,6




Tabella 3. — Rilievi biostatistici sul gruppe di 27 lavora-
tori con esposigione diretta alla DMF.

Significativita

RILEEVO
(a)

Incidenza

Dispepsia gastroduodenale . 15 (55,5 %) p < 0,05

Alvo sciolto o diarroico e t0 (37 %) p < 0,01
Intolleranza all'alcool ..o .. ... 8 (29,6 %) p < ¢,0t
Turbe psiconevrotiche ....... 5 (18,5 %) ns -

Al;ri sintomi (cefalea, ecc.} .. 1-6 (3,7-11 %) n. s.

E..O. alterato (epatomepalia,

N 0-6 (0-22 %) n. s.
Aﬁalisi epatiche alterate ..... 2 (1,4%) n. s
Altre analisi alcerate (emocto-

#no, [0 =1 S 0-1 (0,3-74) n. 5.
Spﬁrogtaﬁa alterata .......... 1(3,7 %) n. s.

{a) Le differenze, testate con %? o col metodo di Fisher,
si fintendono vs controlli costituiti dagli altri lavoratori della
fabbbrica (237 unitd) e dal gruppo degli esposti occasional-
mente alla DMF (24 unita).

del nostro intervento sanitario, articolatosi su tutta la
popolazione della fabbrica con visite mediche, questio-
nari, esami spirometrici ed analisi (emocromo, piastri-
ne, fragilitd vascolare, transaminasi GO e GP, gluta-
miltranspeptidasi, fosfatasi alcalina, bilirubinemia to-
tale, azotemia, glicemia ed esame chimico delle urine).
Non abbiamo ancora dati sull’escrezione urinaria di
NTmonometilformamidc, principale metabolita del sol-
vente.

Turbe dispeptiche, alvo itregolare e reazioni di in-
tolleranza all’alcool sono i principali disturbi accusati
nel gruppo a rischio con esposizione continua zlla
DMF.

Le turbe dispeptiche sono state descritte come spia-
cevoli sensazioni di « stomaco gonfio » anche a distan-
za dai pasti, spesso accompagnate da fitte dolorose epi-
gastriche efo da pirosi ed accentuate dalla sgradevole
inqlazione del solvente; le turbe della funzione inte-
stinale come ricorrenze periodiche di alvo sciolto o
francamente diarroico, specie dopo le operazioni lavo-
rative pill inquinanti (rollatura, ecc.); le reazioni di in-
tolleranza all’alcool (Antabuse simili} come occasionali
Jlarhes cutanei al volto e al torace, che si manife-
stano generalmente 4-12 ore dopo un’esposizione pill
marcata alla DMF e dopo 3-20 minuti dall’assunzione
di modiche quantita di vino (1 o 2 bicchieri); non
sono mai stati riferiti i ben noti segni neurovegetativi
di accompagnamento descritti per il Disulfiran. L'uni-
co; caso di cffetto Antabuse capitato alla nostra diretta
osservazione presentava farh cutanco su tutta la
zonz emozionale con associata modica tachicardia (94/
min), ¢ la remissione completa del sintomi avveniva in
40| minuti. Gli operatori che nel periodo considerato
sono stati colpiti da tale sintomo sono otto, tre della
zona preparazione, quattro della zona impregnazione
ed; un meccanico della manutenzione; I'incidenza me-
dig pro capite & stata di 2,2 volte, con minimi di 1 ¢

ssimo di 6.

tre disturbi descritti appaicno significativamente
correlati con il rischio da DMF se si compara il grup-
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po in oggetto sia con tutto il resto della popolazione
della fabbrica, sia con il gruppo degli esposti a DMF
solo occasionalmente. Anche le turbe psiconevrotiche
sono risultate frequenti, ma per esse nessuna differenza
¢ emersz dal confronto con i controlli. Di scarso ri-
lievo, al momento, figurano altri sintomi, quali cefalea,
nausea, inappetenza, insonnia, secchezza delle fauci,
senso di costrizione toracica, irritazione tegumentaria,
prurito e dolori addominali a tipo colica, che invece
ricorrono in altre casistiche.

Allobiettivitd clinica non sono scaturiti rilievi parti-
colari, neanche riguardo alla ptesenza di epatomegalia,
Murphy-positivita, dimagrimento, segni di alterazioni
cardiovascolari o neurologiche, pur descritti da altri
AA.

Due i casi di interessamento della funzione epatica:
nel ptimo era presente un lieve rialzo delle transami-
nasi GO e GP con bilirubinemia totale di 1,3 mg/100
ml, nel secondo un lieve rialzo della sola transaminasi
GP, con bilirubinemia totale di 1,2 mg/100 ml; assenti
variazioni particolari degli esami ematologici e delle
restanti analisi chimico—cliniche.

La valutazione delle spirografic (assieme ai questio-
nari respiratori) non ha evidenziato segni di interessa-
mento del’apparato in questione,

COMMENTO.

La popolazione considerata, 27 giovani operatori
esposti a rischio da DMF da circa 2 anni, lavora in
un impianto a ciclo chiuso in situazione di relativa tol-
lerabilitd nelle condizioni di normale esercizio; tutta-
via le periodiche aperture del ciclo, specie quelle stra-
ordinarie, comportano delle sovraesposizioni al solven-
te talota molto elevate; ne consegue un aumento del-
I'inquinamento di fondo. In tali frangeati Puso dei
mezzi di protezione individuale spesso non riesce a
tutelare adeguatamente gli esposti, tanto che si verifi-
cano effetti Antabuse e si accentuano le gia diffuse
turbe gastroenteriche.

Nella nostra casistica effetto Antabuse ha interes-
sato meno di un terzo della popolazione, il che si ac-
corda con i dati di Lyle e Coll, [1], anche nelle moda-
lita con cui il sintomo si & manifestato. Fiorito e Coll.
[2], invece, forniscono una prevalenza del sintomo as-
sai superiore, ma pii1 elevata appare Iesposizione am-
bientale descritta, come tra l'altro confermano la pil
copiosa presenza di sintomi neurovegetativi di accom-
pagnamento ¢ 'evidente interessamento epatico degli
esposti. Che linterferenza metabolica alcool-DMF av-
venga soprattutto ad elevate esposizioni (es. sopra le
50-80 ppm) pare confermato da Eben e Kimmerle {3];
pertanto il rilievo di tale effetto va considerato come
spia di abnorme assorbimento del tossico. Essendo
probabile che la reazione alcool-DMF siz mediata da
un metabolita intermedio [4] che si produce per de-
metilazione ossidativa microsomiale epatica [3], bene
si spiegano le differenze individuali riscontrate.

La variazione dell’alvo in senso diarrcico compare
raramente in altre casistiche [5], mentre nella nostra
€ un dato di tutta evidenza e sembra correlarsi soprat-
tutto con le esposizioni di picco. Probabilmente nel
suo determinismo giocano un ruolo I'iperperistaltismo
stimolato dall’odore disgustoso della DMF ¢ le con-
comitanti turbe gastroducdenali.
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Le turbe dispeptiche da noi riscontrate figurano, in-
vece, in gran parte delie altre casistiche. Esse appaiono
collegate non solo con le esposizioni pilt acute ma
anche con quella di base, come dimostrerebbero Ialta
percentuale dei colpiti ed il fatto che i lavoratori ne

- soffrano a lungo anche a distanza dalle esposizioni di

picco. L'eliminazione gastrica del solvente [6] ne pud
spiegare, aimeno in parte, fa genesi.

La necessitdi di una migliore tutela ambientale si ¢
cosi posta con forza nello stabilimento considerato, sia
per ovviare ai disturbi descritti, sia per evitare che
altri e pil seri sopraggiungessero, specie se si accetta
la tesi che gli effetti del solvente divengano ingrave-
scenti nel tempo {7]. Oltretutto la modalita di esposi-

Récerwts 1l 2 gennaio 1981,
Accettato il 10 gennaio 1981,

zione a DMF del tipo bassi livelli di basc con elevati
picchi periodici lra gid mostrato la sua pericolositd in
campo sperimentale [8]. Le bonifiche effettuate, come
gia prima riferito, non vengono descritte in questa
sede. Passiama comungue coticludere che in simili im-
panti un primo e fondamentale passo avanti sul piano
della prevenzione pu compiersi riducendo frequenza
¢ intensiti deglt inquinamenti di picco mediante una
ottimale gestione degli impianti ed una razionale pro-
grammazione deghi interventi di manutenzione.

Si ringrazia il dott, M. Dompé dell’ANIC di Milano per la
cotlaborazione prestata.
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Il calcolatore in medicina come banca di dati
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[Riassunto. — Presentiamo qui tna breve rassegna sulle
reqligzazioni di data base medici e sui problemi connessi alla
lono realizzazione € wtilizzo,

}Summary (The Medical Computer as a Data Bank). -
Ar ontline of the establishment of medical data base, as well
as; of the problems concerning theiv utifization, is presented,

INTRODUZIONE,

L’uso del calcolatore nel trattamento dei dati cli-
nici ha assunto negli ultimi anni sempre maggiore im-
portanza, poiché permette ai medici di utilizzare grandi
quantitd di informazioni non solo per Ja cura dei pa-
zibnti, ma anche per scopi statistici e diagnostici [1-4].
Infatti, le informazioni raccolte nel corso di vari anni,
citando molti pazienti, contengono dati potenzial-
miente rilevanti per la soluzione di molti problemi cli-
nict. Poiché tali dati possono essere utilizzati per scopi
differenti, essi vengono strutturati in maniere diverse,
secondo le varie esigenze, generando cosi molteplici

odelli di data base.

Per data base si intende una notevole quantitd di
informazioni che, opportunamente strutturate, vengono

emorizzate dal calcolatore per essere successivamente
restituite non soltanto nella loro forma originale, ma
afiche elaborate. L’urilitk del data base si evidenzia
sqprattutto quandoe le informazioni in esso contenute
vllngono usate da pi programmi e per differenti appli-
cqzioni. Infatti, in un data base i dati sono organizzati
il modo tale che la loro struttura possa essere opportu-
namente modificata per ottimizzare 'impiego del cal-
colatore in base alle esigenze (lavoro, tempo di calcolo,
memoria) degli specifici programmi applicativi. Per
comprendere meglio cosa sia un data base, conside-
rirmo come esempio il caso di un ospedale che utilizzi
un calcolatore in cui i dati raccolti sono classificati in:
« ati amministrativi », « dati per servizi di informa-
zipne », «dati clinici » e «dati per ricerche mediche ».
Ebbene tali informazioni non sono indipendenti tra di
ldro, ma sono correlate; ad esempio, «dati clinici»
¢« dati per ricerche mediche » non sono indipendenti,
i guanto i dati clinici sono utilizzati pet eseguire
ricerche mediche e, d’ltro canto, i dati per ricerche
mediche contengono dati clinict, In modo analogo sono
correlati « dati clinici » e « dati amministrativi», «dati
per servizi di informazione » e « dati per ricerche me-

diche » e cosi via. Tale situazione & illustrata in Fig. 1.
Ogni freccia dellz Fig. 1 rappresenta una relazione
tra 1 dati, mentre 1 rettangoli rappresentano i dati che
sono organizzati sia in modo che le operazioni di inser-
zione, prelievo e cancellazione avvengano nel minor
tempo possibile, sia in modo che la loro memorizza-
zione avvenga senza sprechi di memoria. La Fig. 1
rappresenta, percio, un esempio di data base; sinoti
quindi che non basta memorizzare i dati perché si possa
parlare di data base, infatti essi devono essere prima
organizzati. Tale organizzazione non & unica e cid
dipende sia dalla complessitd delle informazioni che si
devono memorizzare, sia dalle diverse esigenze degli
utenti che memorizzano, aggiornano e ricercano i dati
e sia, infine, dal tipo di calcolatore utilizzato.

DATA BASE IN MEDICINA,

Prima di analizzare alcune realizzazioni di data base
clinici, vogliamo sottolineare, ancora una volta, che le
esigenze dei medici operanti nel campo della ricerca
clinica computerizzata sono notevoli e cid ha condotto
ad una reale non standardizzazione dei data base. Al-
cuni programmi applicativi, infatti, richiedono una
rapida memorizzazione di grandi quantitd di informa-
zi’oni che verranno successivamente utilizzate per inda-

H

dati dati
*M_ —— ____“
amministrativi clinici
S \
// \
dati dati
per I ‘ per

servizi di .
i i ricerche
informazione

Fic. 1. - Esempio schematico di struttura e relazioni tra dati
di interesse ospedaliero
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gini statistiche; altri programmi applicativi, invece,
richiedono un efficace sistema di monitoraggio real—
time dei segni vitali del paziente ed altri ancora, ad
esempio, richiedono la raccolta di dati specifici per il
trattamento di determinate malattie. Questa moltepli-
citd di esigenze ha generato un gran numerc di data
base pii 0 meno «specializzati », non essendo stato
realizzato ancora un prototipo con tutte le caratteri-
stiche necessarie per Pimpiego su larga scala di un dana
base altamente integrato, flessibile e con ampie capacita
di adattamento ad esigenze future. Questa fase ancora
sperimentale & tuttavia necessaria, perché, sebbene i
programmatori siano in grado di soddisfare pienamente
alle domande dei medici, questi non sono in grado di
formulare esattamente le proprie richieste senza aver
ptrima provato le nuove possibilita offerte dal trattamento
automatico delle informazioni.

Non ci fermereme qui a presentare le molteplici rea-
lizzazioni sviluppate nel recente passato (1), ma ci li-
miteremo ad esaminare tra i vari data base esistenti,
tre modelli in particolare: il Patient Oriented Data
base (POD}, realizzato nell’ospedale dell'Universita di
Tokio; il progetto CLINFO, proposto dal National
Institute of Health della California ed un modello
relazionale. La scelta di questi particolari data base &
motivata dal desiderio di accentuare il progressivo ten-
tativo di realizzare una data base con le caratteristiche

. menzionate in precedenza; infatti, la sequenza dei tre

modelli rappresenta in certo qual modo I'evoluzione
del data base medico in questi ultimi anni,

- T, POD.

11 POD [8] rappresenta il primo passo verso P'auto-
matizzazione di dati clinici ¢ si presenta come un archi-
vio di cartelle cliniche. 1 dati vengono memorizzati
in un file, detto file POD, che & costituito a sua volta
da due diversi files: il file di identificazione (ID-file)
e il file di dati (DATA-file). L'ID-file contiene quei
dati che non devono essere ordinati cronologicamente,
quali, per ogni paziente, numero di identificazione,
nome, sesso, data di nascita etc; in tale file i records
vengono memorizzati adottando la tecnica delle loca-
zioni sequenziall, Il DATA-file, invece, contiene i dati
raccolti in un lungo arco di tempo, quali ad esempio,
i risultati dei tests e i risultati diagnostici, le medica-
zioni, etc; i records in tal caso vengono memorizzati
adottando la tecnica delle locazioni doppiamente indi-
rizzate. Per rendete, comungue, pit rapida la ricerca
dei dati il sistema & dotato anche di un accesso random,
attraverso un file INDEX che contiene i numeri di
identificazione dei pazient e i puntatori agli ID-records
relativi, Cosi conoscendo il numero di identificazione
del paziente & subito individuato I'ID-record relativo e
quindi i DATA-records. Tale situazione & schematiz-
zata in Fig. 2.

Per la gestione di pazienti con particolari caratte-
ristiche esiste il file SUBSET, nel quale vengono me-
morizzati i records dei pazienti selezionati nel file POD.
1 records contenuti in tale file vengono riordinati se-
condo regole prefissate, ad esempio o in ordine crescente
di etd o peso o in ordine decrescente di valori di una
determinata analisi; a tale scopo in un file SORT sono
memorizzate le chiavi di ordinamento, che hanno pun-
tatori ai records del SUBSET associati. Un semplice

schema riassuntivo del sistema POD pud essere allora
quello illustrato in Fig. 3.

Per aiutare i medici nella gestione dei dati, inoltse,
sono stati realizzati due linguaggi semplici: lo STORE
¢ it QUERY. Il linguaggio STORE & formato dai co-
mandi relativi alla generazione e aggiornamento del
file POD, mentre il QUERY comprende i comandi per
la manipolazione dei dati che permettono ai medici di
ottenere risposte anche z guesiti molto complessi.

I. CLINFO,

Alcuni medici hanno osservato, perd, che nella pra-
tica medica i dati relativi a ciascun paziente sono or-
dinati cronologicamente € che sono usuali raggruppa-

! I nccesso random

ﬁd . bt

necesso  sequenziile

data file

FiG. 2. ~ Schema di recupero delle informazioni in un file POD

DATA
file POO
|
L ]
saRT " - SUBSET

Fig. 3. -~ Correlazioni tra files con differenti finalith nel dara
base POD

(1) A Nancy, ad esempio, nell'Ospedale Jean d'Arc & stato
realizzato un data bhase specifico per il trattamento del diabete;
presso 'Unita di Medicina Nucleare dell’Istituto G, Ruossi (Vil-
lejuif, Francia) & stato realizzawo un data base per la valutazionc
di casi di ipertiroidismo. Nell'Yiddish Laboratory & stato realiz-
zato il data base Y-Lab per la racoolta di dati di Laboratorio,
mentre il laboratorio Zamenhoff del Central Clinical Laboratory
di Tel Aviv & stato scelto per il progetto pilota. Un ultetiore
data base relativo ad informazioni farmaceutiche ¢ stato realiz-
zato a Parigi dalla Commissione di Informatica dell’Ospedale
Necker ¢ dal Sindacato dell’industria farmaceutica, Sono stati,
inoltre, tealizzati anche dei data base da utilizzare on-line per
cfettuare diagnosi con rapidith ed alta affidabiliti: ne sono esem-
pi il MEDAS (Medical Emergency Decisions and Assistence
System) impiegato nell'USC Center for the Critically I 11 di
Los Angeles ed il WAMIS realizzato presso il centro di calcolo
della Facolta di Medicina della Universita di Vienna [4-7].




menti di informazioni relative ad analisi simili (come
esempio lanalisi del sangue che raggruppa valori
ematocitometrici, tassi di azotemia e glicemia, ecc.),
proprio su tale osservazione basa lo sviluppo del pro-
getto CLINFO [9]. 1} CLINFO presenta una’ struttura
pitt complessa del POD, poiché introduce particolari
|raggruppamenti di informazioni ed indicatori temporali,
che caratterizzano le fasi pia importanti della storia cli-
Jm’ca del paziente, I dati relativi ad ogni paziente sono
organizzati secondo una struttura matriciale bidimen-
sionale: le righe di tale matrice contengono i valori delle
informazioni raccolte in uno stesso periodo ¢ le colonne
;i valori delle informazioni raccolte in tempi different,
A volte risulta utile raggruppare alcune colonne di
'questa matrice, ottenendo cosl nuove informazioni e
tali raggruppamenti sono differenti a secondo degli
studi per cui i dati sono stati richiesti. 1 dati relativi a
tutti i pazienti, dopo essere stati memorizzati tempo-
rancamente nel file di aggiornamento, vengono inviati
nel file di analisi. I dati appartenenti a questo file pos-
sono essere visti come punti di uno spazio tridimen-
sionale, i cui assi sono rappresentativi rispettivamente
idelle entitd: paziente, tempo ed informazione. Per
| ottenere il record di un certo paziente, basta sezionare
il file di analisi con un piano parallelo al piano Infor-
mazione-tempo. Un piano parallelo al piano paziente—
tempo conterrd, invece, la storia temporale di una data
informazione, mentre un piano parallelo al piano pa-
ziente-informazione comnterrd, per ogni paziente, i va-
{lori delle informazioni raccolti in uno stesso periodo
di tempo.

Per ritrovare nel file di analisi il record di un certo
- paziente esiste un file (file PATIENT), che contiene
per ogni paziente un’abbreviazione assegnatagli dal
medico e una chiave numerica assegnatagli dal sistema.
I pazienti catalogati in tale file sono ordinati alfabetica-
' mente per permettere una ricerca pitt efficiente. La chiave
" numerica & dotata di un puntatore (Fig. 4) relativo ad
un blocco di dati (PATIENT DIRECTORY).

I PATIENT DIRECTORY & costituito da due
tabelle, Una tabella contiene i puntatori relativi ai rag-
gruppamenti di informazioni sul paziente in esame ed
il numero delle informazioni contenute in ciascun rag-
| gruppamento. Llaltra tabella, invece, contiene gli indi-
' catori temporali (EVENTS) adoperati per gestire sepa-
; tatamente quelle situazioni fortemente dipendenti dal
"tempo. Gli EVENTS sono elementi ridondanti in
“quanto la storia temporale delle informazioni raccolte

| pud essere ottenuta, come abbiamo visto, sezionando
il file di analisi con un piano parallelo al piano paziente-

tempo. Gli EVENTS vengono, perd, mantenuti dal
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sistema per aiutare il ricercatore medico nella gestione
di quelle informazioni in cui la variabile temporale &
di particolare rilievo.

Come il POD, anche il CLINFO & dotato del file
SUBSET per la gestione di pazienti con particolari
proprietd, Questo file & strutturato in modo che, per
ogni paziente che soddisfi particolari richieste, esso
contiene un’abbreviazione ed una chiave numerica.
Un vantaggio presentato dal CLINFO rispetto al POD
¢ la presenza di una matrice bidimensionale che permette
di rappresentare i dati sotto forma di tabelle contenenti
relazioni tra qualsiasi gruppo di informazioni. Cid
permette al medico, ad esempio, di eseguire indagini
non solo sull’intero file di analisi, ma come spesso &
pill conveniente su una parte di esso rappresentato in
una opportuna matrice.

UN MODELLO RELAZIONALE,

L’esigenza di avere perd un data base non limitato
nel numere di correlazioni e raggruppamenti ha con-
dotto alla realizzazione di data base relazionali [10, 11).
Data una successione AjA,...... A, di attributi, una re-
lazione R & rappresentata da una serie di n-righe, cia-
scuna delle quali contiene il valore associato all’attri-
buto A,, poi il valore associato all’attributo A, ¢ cosi
via. Una relazione, quindi, pud essere rappresentata
mediante una tzbella, Un esempio di relazione, visita
del paziente, & mostrata in Fig, 5a.

Nella rappresentazione tabulare di una relazione de-
vono essere osservate alcune regole: non devono esi-
stere due righe identiche, 'ordine delle righe pud es-
sere scamhiato, ma quelle delle colonne no. Per rendere
pitt rapido I'accesso alle relazioni ciascuna di esse &
dotata di una chiave; si definisce chiave una colonna o
serie di colonne i cui valori identificano una sola riga
della relazione. Nella Fig. 5a la colonna « numero di
identificazione » & una chiave per la relazione: visita
del paziente, perché non esistono due righe con lo stesso
numero di identificazione, Non sempre, perd, una co-
lonna in una relazione ne costituisce una chiave: con-
sideriamo ad esempio la relazione: test di laboratorio,
in Fig. 5b. Come si vede, in questo caso, il numero di
identificazione non ¢ pit sufficiente ad individuare
una ed una sola riga della relazione, Infatti, un paziente
pud sostenere analisi di laboratorio in diverse date;
comunque, neanche la combinazione delle colonne
« numero di identificazione » e « data » costituisce an-
cora una chiave univoca. Una chiave idonea per questo
tipo di relazione & costitujta dall’insieme dei tre attri-
buti: numero di identificazione, data, nome del test.

E stato osservato che certe relazioni possono essere
gestite pill facilmente di altre contenenti gli stessi dati:
per questo motivo sono stati realizzati degli algoritmi
che trasformano relazioni complesse in altre pit ele-
mentari, consentendo cosi di effettuare con maggiore
affidabilitd e rapiditd P'inserzione, cancellazione ed ag-
giornamento dei dati. I! data base del modello relazio-
nale consiste, quindi, in una collezione di relazioni sem-
plici, ciascuna delle quali & rappresentata in forma ta-
bulare.

Per la gestione dei dati del modello relazionale sono
stati realizzati diversi tipi di linguaggi: quello preferito
dai medici per la semplicitd del suo impiego & i SE-
QUEL. Questo permette ai medici di formulare le loro
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] domandc senza specificare da quale relazione debbano
essere tratte le informazioni richieste. Quindi, 'utente
ton & tenuto a conoscete la struttura dei dati € le loro
telazioni, ma solo la loro presenza nel data base. Questa
indipendenza dai dati rende flessibile tale modello per-
mettendo di apportare facilmente dei cambiamenti nella
struttura della memorizzazione dei dati senza che 'utente
debba preoccuparsi di modificare i suoi programmi
applicativi, Questa flessibiiitd risulta fondamentale in
un campo orientato alla ricerca di nuove correlazioni
fra malattie, stati clinici, sintomatologie ¢ terapie e tale
modello si presenta percid come Ia naturale evoluzione
dei modelli precedenti, e lungo questa linea il miglior
candidato per le future realizzazioni di data base clinici,

PROBLEMI DI SICUREZZA NEL DATA BASE MEDICO,

L’impiego del calcolatore nel trattamento dei dati
medici, se da un lato & risultato vantaggioso poiché
risolve numerosi problemi clinici e otrganizzativi dal-
Paltro ha generato un ampio scontento in quanto la
riservatezza delle informazioni pud venire compro-
messa. Poiché gli individui ¢ le organizzazioni hanpno
1l diritto di decidere autonomamente quando, come € 2
chi rendere pubbliche informazioni su di loro, & chiaro
che il problema della riservatezza risulta di grande im-
portanza nel campo medico dove le informazioni re-
lative ai pazienti devono essere coperte da segreto pro-
fessionale e, se conosciute da persone non autorizzate,
a volte possono risultare dannose per la vita pubblica
del paziente. Il problema si fa tanto pil sentire ora in
quanto diverse persone quali medici, tecnici, infermieri

ed amministrativi hanno il diritto di accedere ai dati.
Per esempio il personale amministrativo, mentre deve
poter accedere ai dati riguardanti lorganizzazione bure”
cratica ospedaliera non ha assolutamente il diritto di
accedere ai datl personali relativi ai pazienti., Tutravia,
la quantita dei dati in continuo aumento e la necessitd
di stabilire sempre nuove correlazioni tra i dati stessi
ha reso indispensabile il trattamento automatizzato
delle informazioni e di conseguenza la realizzaziane di
metodi per la salvaguardia della riservatezza. Questi
metodi sono rivolti al controllo delle operazioni di ac-
cesso agli elementi memorizzati, al controllo del flusso
delle informazioni da un file ad un altro, al controllo
det questionari ed infine al controllo della codifica di
dati confidenziali memorizzati o trasmessi su linee di
comurticazione [12-14).

Una prima tecnica per garantire la riservatezza dei
dati consiste nel controllare chi, come e quando ha ac-
cesso al data base. Questi controlli prevengono non
soltanto la distruzione di records o segmenti di pro-
gramma dovuta alla sovrapposizione di ¢lementi di
memoria appartenenti a programmi differenti, ma an-
che PPaccesso ai dati confidenziali.

Per il controllo degli accessi sono state realizzate di-
verse tecniche quali, ad esempio, assegnare a ciascun
utente, che ha il diritto di accedere ai dati, elementi
che lo rendono identificabile, evitare che uteati non au-
torizzati riescano a comprendere informazioni che hanno
ottenuto in modo illecito, oppure proteggere le infor-
mazioni privilegiate rendendole accessibili solo a parte-
colari programmi.

Un altro metodo di sicurezza consiste nel control-
lare il flusso dei dati confidenziali. Un tipico flusso da
impedire & il seguente: lutente A ha accesso solo al
file X, pud conoscere dati confidenziali contenuti nel
file Y, al quale ha accesso solo Nutente B, se quest
copia le informazioni dal file Y nel file X, La maggior
parte dei controlli del flusso impiega il concetto di
« classi di sicurezza », cioé i dati vengono divisi in gruppi
al quali sono assegnati dei livelli di sicurezza: le infor-
mazioni appartenenti ad una classe con un alto livello
di sicurezza non possono essere trasmesse a2d una con
basso Jivello di sicurezza.

La rtiservatezza dei dad pud venire inoltre compro-
messa se, ponendo un’opportuna sequenza di domande
permesse, si riescono a dedurre informazioni riservate,
corrclando le risposte di una serie di domande costruite
sulla base di informazioni note a priori. Ad esempio,
una possibile inferenza si pud ottenere con un dialogo
tra utente ¢ data base medico in cui P'utente compone
una domanda D che risulta verificata da un solo record
e successivamente aggiunge un’ulteriore caratteristica
C e formula una nuova domanda « Quante persone
soddisfano D e C?», se la risposta & « 1 » vuol dire
che C & una caratteristica dell’individuo; se & « 0 », no.

Le difese per la riservatezza di records includono
controlli che rifiutano le risposte a domande costituite
da un numero sconveniente di informazioni, controlli
che deformanoc le risposte alterando opportunamente
i dati ed infine controlli che associano le domande ad
una parte ristretta di data base scelta a caso.

Anche la combinazione di questi metodi, spesso,
non & sufficiente a garannre la riservatezza del data
base, ma poiché ogm risposta contiene informazioni
sul data base non & possibile progettare un sistema to-
talmente sicuro. Per proteggere i dati confidenziali,
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perd, & sufficiente un numero limitato di controlli,
perché cid renda lunghe e costose le operazioni neces-
sarie per compromettere la privacy del data base.
Nessuno dei metodi precedentemente presentato & in
grado di assicurare la riservatezza dei dati qualora un
utente ottenga illecitamente una copia dei dati segreti,
oppure riesca ad intercettare dati confidenziali durante
la loro trasmissione ad altre unitd, per essere elaborate.
L'unica tecnica che pud garantire la riservatezza, in
tal caso, & la codifica: con 'aiuto di una chiave segreta
i dati vengono codificati, e solo conoscendo la chiave
essi possono essere interpretati. La criptografia (Fig. 6)
¢ una tecnica adottata per proteggere i dati durante la
loto trasmissione ed il loro immagazzinamento su
supporti fisici. Con ’ajiuto di una chiave segreta (K),
il testo (M) da trasmetterc viene codificato (MF) ¢ la
chiave, usata per codificare il messaggio, viene tra-
smessa attraverso un canale sicuro; quindi, la riscrva-
tezza del messaggio dipende dalla sicurezza del canale
¢ dalla segretezza della chiave. La codifica & imperfetta
qualora un intruso riesca a dedurre la chiave analizzando
il testo cifrato. Per cvitare tale possibilith le chiavi ven-
gono cambiate ad intervalli regolari di tempo, minori
di quanto sia necessario ad un intruso per riuscire ad
individuare il tipo di codifica,

1 quattro tipi di controllo preseatati: accesso, flusso,
inferenza, codifica, sono specifici di problemi comple-
mentari, quindi nessuno di essi non pud risolvere quelli
degli altri; inoltre, nessun tipo di controllo & perferta-
mente sicuro. L’impiego combinato delle diverse tec-
niche, perd, pud rendere sufficientemente sicuro un
data base, riducendo ad un livello accettabile la possi-

Ricernts il 2 marzo 1981,
Aeceettate il 25 giugno 1981,

bilitd che le informazioni confidenziali, in esso conte-
nute, vengano prelevate da utenti non autorizzati.

CONCLUSIONT,

Abbiamo voluto in queste poche pagine introdurre
il lettore ad uno dei tanti campi in cui i fisici possono
date un loro importante contributo tecnico alla vita
degli ospedali in Italia. Certo questi esempi di data
base medici, come abbiamo gid detto, non hanno la
pretesa di essere rappresentativi della grande quantiti
dei prototipi realizzati nel mondo, ma vogliono essere
un’indicazione degli sforzi che vengono compiuti per
uno sfruttamento pid completo delle risorse offerte
dal trattamento automatico delle informazioni. Essi,
comungue, ci permettono a questo punto di fissare
alcune caratteristiche irrinunciabili che i data base
medici devono avere:

- cfficiente raccolta € memorizzazione dei dati nel
record medico;

— flessibilita nella risposta a utenti dalle esigenze
diverse ¢ nell’esccuzione di ogni necessaria modifica;

- affidabilita e velocitd nel recupero dei dati nella
forma pii utile a ciascun utente;

- non cccessiva richiesta di personale dedicato e,
quindi, anche costi contenuti;

- disponibiliti di un linguaggio semplice per la me-
morizzazione e ricerca di dati da parte di utenti non
specialisti.
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Dosimetria clinica a termoluminescenza
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Riassunto. — Da alewni anni la dosimetria a itermolu-
minescenga $ ¢ assicwrata nn posis di primaria impertanga
tra ke tecniche di rivelagione delle radiagioni fonigganti.
Nelllambite della dosimetria personale Puse dei dosimetri
a rermoluminescenza si ¢ talmente esteso da soppiantare o
guast, in molti Paesi, quella forografica. L’wuso principale,
a parere dell’ Autore, & perd da ricercarsi nelle applicagioni
mediche, dove ha formito nno strumento di misara realmente
unico. Al fine di dare utili indicagioni sulla sitnazione atinale,
5 passanio in rassegna e molieplici applicazioni della dosi-
metria a lermoluminescenza nel settore medico, fornende ini-
wialmente alcume nogioni di carattere generale sul fenomeno
TL ¢ swlle caratteristiche dei dosimetri,

Summary (Thermoluminescence Clinical Dosime-
try). — Thermoluminescence (TL) dosimetric  systems  are
of primary value as ioniying radiation detectors, particularly
in the field of individual dosimetry, and they often substitute
Silm—dosimetry. However, according to the Auther, the most
important applications of TL desimetry are fo be found in
medicine. Some general information abous the physical me-
chanism of thermoluminescence is given; varions applications
of TL dosimetry in medicine are reviewed,

INTRODUZIONE,

Storicamente, Ia prima osservazione del fenomeno

termoluminescente ¢ attribuibile 2 Robert Boyle nel
1663, Solo durante gli ultimi venti anni, perd, il feno-
meno & stato studiato in modo esteso ¢ capillare ed il
numero delle pubblicazioni attuali su tale argomento
si aggira sulle 3.000 unitd, con un incremento di pid
di 300 lavori annuali, senza contare i congressi inter-
nazionali che si svolgono ormai regolarmente a partire
dal 1965,
1l fenomeno della termoluminescenza consiste nel-
Pemissione di luce da parte di un materiale cristallino
stimolato termicamente; la luce emessa & proporzionale
alla dose di radiazione ionizzante ricevuta precedente-
mente dal materiale. Una volta prodotta la luce, 'infor-
mazione relativa alla radiazione ionizzante & cancellata,
poiche il ciclo termico a cui ¢ sottoposto i1 materiale &
di tipo distruttivo. Negli ultimi anni, sono state perd
introdotte tecniche che permettono di compiere suc-
cessive riletture del materiale irraggiato [1].

MEccanisyo.

L’interpretazione qualitativa ¢ quantitativa dei dati
sperimentali ottenuti su cristalli TL procede sulla base
di quello che, definito come il meccanismo fondamentale
della termoluminescenza, ¢ descritto in termini di
modello a bande per il reticolo cristalline in questione.

Inizialmente, nei materiali TL con cui si ha a che
fare, la banda di conduzione & vuota, e cosl anche i
centrl intrappolatori dovuti ad imperfezioni reticolari
di vario tipo e presenti nella gap proibita, mentre la
banda di valenza & piena, popolata da un numero di
clettroni che & legato al numero dei livelli energetici
di partenza.

1l campione in esame viene quindi sottoposto ad una
eccitazione esterna, che pud essere di variz natura, il
cui effetto ¢ di trasmettere energia agli elettroni situati
nella banda di valenza (B.V.); per effetto di tale cessione
di energia, tali elettroni vengono innalzati alla banda
di conduzione (B.C.), compiendo un salto energetico
che ammonta ad aleuni elettronvolt; essi, pertanto, la-
sciano alcuni posti vuoti in B.V., che sono del tutto
assimilabili a portatori di carica di segno opposto ri-
spetto agli elettroni, € vengono chiamati lacune.

Gli elettroni arrivati in B.C., tendono a ricadere in
stati energetici inferiori e vengono pertanto intrappo-
lati nei centri posti nella gap proibita; analogamente
le lacune vengono intrappolate in altri centri posti in
vicinanza della B.V.: quindi, quello che macroscopica-
mente si manifesta come un immagazzinamento di
cnergia da parte del cristallo termoluminescente, si puo
schematizzare in termini di una popolazione di elet-
troni e di lacune che, abbandonate le rispettive sedi,
vengono catturate ¢ congelate nei rispettivi centri,
metastabili in quanto situati nella gap proibita,

Per avere una informazione sull’entitd della carica
totale intrappolata, come pure sull’ubicazione dei di-
versi centri e sulle diverse probabilitd che caratteriz-
zano statisticamente le transizioni possibili, occorre
rimettere in circolo tali cariche: cid viene realizzato me-
diante una eccitazione secondaria che, per la termolumi-
nescenza, & data dal riscaldamento del campione in esame.

Riscaldando il materiaie, le cariche immagazzinate
vengono liberate seconda vari meccanismi che possono
essere sostanzialmente ricondotti alla ricombinazione
di un elettrone con una lacuna e conseguente emissione
di radiazione luminosa (luce TL) che & la grandezza che
si pud misurare con un opportuno apparato sperimentale.
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La determinazione completa delle proprietd di un
livello di trappole richiede la conoscenza di due para-
metri, entrambi ricavabili sperimentalmente, vale a
dire l'energia di attivazione, che ¢ I'energia da fornire
iper permettere ai portatori di carica presenti di operare
la transizione verso la banda adiacente, e il cosiddetto
fattore di frequenza che esprime quantitativamente la
attitudine dei portatori presenti nel centro ad abbando-
natlo: schematizzando il livello di trappole come una
buca di potenziale, il fattore di frequenza risulta legato
alla frequenza vibrazionale del cristallo e, quantisti-
camente, al coefficiente di riflessione attraverso le pa-
reti della buca. Inoltre, bisogna assumere un tipo di
statistica che regoli completamente la cinetica dei por-
tatori di carica all’interno del cristallo: tale statistica &
quella di Boltzmann che definisce pertanto la frequenza
di transizione a partite dal fattore di frequenza ¢ dal
salto energetico da compiere.

La ricombinazione elettrone-lacuna pud avvenire in
modi diversi. Infatti quando il campione viene riscal-
dato, si potrebbe verificare uno dei seguenti processi:

— innalzamento di elettroni in B.C., successiva ca-
duta di questi nei centri per lacune e ricombinazione
radiativa;

- innalzamento di elettroni in uno stato eccitato,
ricaduta nei centri per lacune ¢ ricombinazione ra-
diativa;

— innalzamento di lacune in B.V,, ricaduta nei centri
per elettroni e ricombinazione radiativa;

- innalzamento simultaneo di elettroni in B.C. e di
lacune in B.V.; successiva ricaduta di entrambi i por-
tatori nei centri di luminescenza ove avviene la ricom-
binazione radiativa,

Le esperienze di interesse dosimetrico risultano quelle
in cui i centri siano sufficientemente profondi da ren-
dere minima la probabilith che si verifichi uno dei sud-
detti processi per temperature dell’ordine di grandezza
della temperatura ambiente. Qualora questa condizione
non sia soddisfatta, si va Incontro ad un fenomeno
che va sotto il nome di fosforescenza, ed & caratteriz-
zato da un rapido spegnimento dell’emissione di luce.

La determinazione dei parametri che caratterizzano
i centri in questione avviene tramite lo studio dell’in-
tensitd della luce emessa, I, in funzione della tempera-
tura cui & sottoposto il dosimetro a termoluminescenza
(TLD): la curva che si ottiene, della glow—curve, ha una
fottma a campana; nell’ipotesi, realistica, dell’esistenza di
pit livelli di trappole, a differenti profondit in energia
rispetto alla B.C. nella glow—curve si osserva un piceco
per ogni livello considerato, e la curva totale risulta data
dalla sovrapposizione di pilt curve, ognuna corrispon-
dente ad un livetlo. Dall’osservazione della glow—curve
si possono in definitiva trarre informazioni sulla struttura
dei centri presenti nella gap proibita, sulle popolazieni di
pottatori carichi in essi presenti, sulle diverse modalita e
probability di transizione tra due stati a differente energia.

Inoltre, dall’area sottesa dalla glow—curve si pud
ricavare Pentitd dell’emissione totale TL, cioé valutare
se ¢ come il trattamento subito dal campione influisca
sulla risposta da esso fornito, cioé sulla sua sensibilita,
Da un punto di vista dosimetrico, 'area di cui sopra &
proporzionale alla dose ricevura dal materiale.

Dalla sola analisi qualitativa della glow-curve si
possono trarre informazioni generali sul comporta-

mento del materiale TL in questione: se la glow-curve,
ad esempio, presenta solo picchi a bassa temperatura,
significa che i livelli di trappole considerati presenfno
energie di attivazione molto basse (trappole superfi-
ciali), il che determina una certa perdita dell’emissione
di luce da studiare, in conseguenza di una probabilita
non trascurabile di innalzamento degli elettroni in B.C,
anche a temperatura ambiente: un tale materiale TL
non sard percid indicato per misure che richiedano un
immagazzinamento del segnale per tempi lunghi. Se di
altro canto la glow-curve presenta picchi a tempera-
tura elevata, Pemissione TL risulterd mascherata da
una forte emissione infrarossa, cosa che crea problemi
tecnici di rivelazione e discriminazione del segnale TL
che interessa.

Una glow—curve con picchi non ben definiti rendera
diticoltose quelle misure ove si richieda una valuta-
zione della luce globalmente emessa, data dall’integrale
della glow-curve: il motivo di ¢io va individuato nella
non agevole scelta dei limid di integrazione, ¢ facil-
mente sl potrd incorrere in errori sistematici a cid ri-
conducibili,

Un altro problema, comune a ogni glow-curve, &
la sensibile dipendenza della posizione apparente dei
picchi dal particolare valore della velocita di salita della
temperatura (beating rafe), regolabile a piacere entro un
intervallo di valori tipico dell’apparato strumentale
usato.

Da un punto di vista pratico, quindi, la forma ideale
per una glow—curve ¢ quella in cui essa presenta un picco
singolo, ben risolto, a temperatura né troppo bassa,
cosl da assicurare una buona stabilitd del segnale a
temperatura ambiente, né troppo alta, in modo da non
dar luogo ai detti problemi tecnici. Un valore ottimale
risulterebbe attorno ai 2000 C.

TEOR1A.

L’emissione luminosa ad opera di materiali termo-
luminescenti pud essere descritta facendo ricorso al
modello teorico di Randall ¢ Wilkins [2], e ad aitri
che di questo costituiscono una generalizzazione {3-5].
Come gia accennato nel precedente paragrafo, il punto
di partenza ¢ costituito dal modello a bande dei solidi
cristallini e dalla teoria dei centri di colore dalla quale
risulta evidente la possibilita di schematizzare irrego-
larith localmente ptesenti nel reticolo, e dovute a di-
fetti di vario tipo, come livelli di trappole posti tra la
B.V. ¢ la B.C,, a profonditd caratteristiche al disotto
di quest’ultima.

Considerando un singolo livello di trappole per clet-
troni, a profondita E sotto la B.C,, ¢ chiamando s’ il
relativo fatrore di frequenza, si pud notare come, se-
condo la statistica di Boltzmann, la probabilita di in-
nalzamento in B.C. sia esponenzialmente legata al disli-
vello energetico da superare, . secondo la relazione:

: B
) y=s exp( kT)

Tenendo conto della (1) si pud esprimere Pevoluzione
della popolazione n presente nel livello considerato me-
diante la relazione fondamentale di Randall ¢ Wilkins:

@

dn

= —wyn
dt v



nella quale si considera trascurabile la probabilitd che
un elettrone, gid innalzato in B.C., possa ricadere (ov-
veto essere reintrappolato) nel livello di partenza.
La (2) puo essere direttamente integrata ¢ dare 'espres-
sione cercata per n:

s 7 E
3 n=n,expi{— — jexpf—-————}dT
(3) e i { P ( or )
ove T & la temperatura cspfess:i in °K ¢ 8 il rateo termico.
Ia (3) puod anche esserc utilizzata per ricavare, me-
diante la relazione differenziale:
LY “d
) 1= —c 8
dt

Pespressione csplicita per intensitd luminosa emessa:

E
5 T=cs' ngexp{ ———-1}.
&) L] P( kT)

s E
Lexp {— — exp(———————)dT .
B { kT

Esaminando quindi P'andamento di T in funzione
della temperatura T si osserva come, inizialmente, ri-
sulti prevalente il termine statistico di Boltzmann, cre-
scete con T. Cid si pud fisicamente interpretare che,
per bassi valori di T, un suo aumento comporti preva-
lentemente un’accresciuta probabilith di liberazione di
clettroni dalle trappole, legata ad una maggior eccita-
zione termica, Successivamente, comincia ad acquistare
importanza la diminuizione del numero di elettroni
ancora intrappolati, finché, per alte temperature, questo
ultimo fenomeno risulta prevalente e la emissione lu-
minosa tende ad estinguersi. In presenza di tali fenomeni
competitivi ci si deve quindi aspettare, come si riscon-
tra sperimentalmente, un iniziale aumento, con T,
dellemissione luminosa, il successivo raggiungimento
di un valore di massimo, seguito da un suo progres-
sivo spegnimento, E quindi spiegabile, alla luce del
presente modello, la forma a picco per la I (T).

Un secondo tipo di generalizzazione del modello di
Randall ¢ Wilkins pud essere compiuto se si assume
la possibiliti che un elettrone liberato ed innalzato
in B.C. venga reintrappolato nel livello di partenza (3).
La relazione fondamentale (2), non risulta allora pii
valida, mentre continua ad esserlo la (4), ed in sua vece
occorre scrivere una relazione pit generale del tipo:
{6 da v '

dt
nella quale figura un ulteriore parametro l. Esso & chia-
mato ordine della cinetica in quanto strettamente le-
gato alla qualita dei processi che hanno luogo durante
i} riscaldamento. Nel caso in cui sia assente il reintrap-
polamento si ha | == 1 e si ritorna alle espressioni pre-
cedentemente citate; se invece il reintrappolamento &
dominante, | risulta essere uguale a 2. Un valore di |
compreso tra tali situazioni limite indica che ambedue
i processi sono presenti ed il peso con cui ciascuno dei
due interviene nella cinetica globale lo definisce nu-
mgricamente. L’osservazione sperimentale di situazioni
ift cui 1< 1, ha portato ad ipotizzare Pesistenza di un
contriburo di ordine 0 dovuto a processi non radiativi.

L’integrazione della (6) porta ad espressioni analoghe,

se pute pit complesse, alle (3) e (5).
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Marerianr TL.

I materiali che esibiscono il fenomeno TL sono molti
e vanno dai cristalli inorganici ai composti organici.
Si deve inoltre considerare che & quasi impossibile pre-
dire le caratteristiche TL di un materiale dalle sue sole
caratteristiche chimico-fisiche.

I materiali pin studiati per il loro comportamento
TL sono quelli usati nelle applicazioni di dosimetria
delle radiazioni ionizzanti: CaF,, LiF, CaSQ,, Mg,5i0,,
Li,B,O,, BeQ); a tali sostanze di base se ne aggiungono
altre, tali da aumentare Vefficienza termoluminescente.
Molti, dei citati materiali, possono facilmente essere
preparati in laboratorio.

VANTAGGI E SVANTAGG! DEI DOSIMETRT TL.

a) I TLD sono senscri generalmente molto piceoli, le
cui dimensioni possono varlare a seconda del tipo
di materiale usato. Valori tipici sono i seguenti:

(3,2 x 3,2 x 0,9) mm? tibbons
(1 x1x6) mmd rods.

Possono essere realizzati anche sotto forma di pol-
veri, per quanto in tale stato siano di scomoda mani-
polazione,

I TLD non sono solubili in acqua ¢ possono essere
disinfettati e subire, senza danno, i normali metodi di
sterilizzazione.

L’informazione relativa alla dose ricevuta € mante-
nuta dal dosimetro per lunghi periodi di tempo.

La loro risposta alla radiazione ionizzante & general-
mente indipendente dal rateo di dose ed inoltre ma-
nifestano un ampio campo di sensibilitd, che va
dal mictorad o millirad, 2 seconda del materiale, al
kilotad.

In molti casi la risposta & dipendente dall’energia
della radiazione ionizzante e quindi, un particolare
sistema dosimetrico pud essere usato per la determi-
nazione dell’energia di un campo di radiazioni non
noto.

) Per ¢io che riguarda gli svantaggi, invece, la dipen-
denza energetica pud rappresentare una fonte di gros-
solani errori se non si apportano le necessarie correzioni
alla risposta TL.

E impossibile stabilire, almeno attualmente, se un
determinato irraggiamento sia stato effettuato durante
un tempo pit o meno lungo.

Altro fattore negativo & la perdita di informazione
dosimetrica a causa di fartori ambientali di cui non si
tenga il dovuto conto.

A conclusione di questo breve paragrafo, pur non
volendo entrate in particolari e limitandosi al solo
uso in medicina, argomento di questa rassegna, si vuole’
evidenziare che nessun altro sistema dosimetrico &
cosi versatile ¢ di facile impiego quanto quello costi-
tuito dai dosimetri a termoluminescenza, Pud essere
fatta una eccezione a favore di particolari camere a ioniz-
zazjone miniaturizzate, che permettono anche misure
intracavitarie ma che risultano essere costosissime ¢ di
estrema delicatezza.
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Uso cLIKICO,

Si sa come le radiazioni ionizzanti siano ormai lar-
gamente usate nel campo medico, sia in diagnostica che
in terapia, come nella ricerca biomedica, ed & altret-
tanto nota che 'esposizione ad esse, se non opportuna-
mente controllata, pud esserc causa di effetti biologici
" dannosi. Per una appropriata valutazione del rapporto
rischio/beneficio nell’uso di rali radiazioni, & essenziale
una quantificazione della dose assorbita dal paziente,

Vari fattori entrano in gioco nella selezione di un
dosimetro che possieda determinate caratteristiche tali
da renderlo appropriato per le applicazioni mediche.
Tra questi fattori si possono citare:

- accuratezza nella stima della dose;

- una risposta che sia simile a quella del tessuto bio-
logico;

- possibilita di risolvere le dosi ricevute da organi
contigui.

I sisterni dosimetrici a termoluminescenza rispondono
in modo del tutto soddisfacente alle dette caratteristiche.

Tra I materiali gia citati, quelli che meglio si prestano
alle applicazioni mediche, ¢ che sono in uso ormaj
in molti Enti ospedalieri italiani ¢ stranieri, sono il
Lif, il Li;B,O, ¢ I'BeO.

Questi materiali presentano quelle caratteristiche di
precisione, sensibilitd, riproducibilita, trasparenza alla
radiazione, opportune dimensioni ¢ tessuto equivalenza
come richiesto ad un sistema dosimetrico idoneo ad
applicazioni cliniche.

In terapia, i TLD trovano una vastz gamma d’im-
plego. 8i possono citare come esempi:

- il monitotaggio dell’uscita delle apparecchiature
terapeutiche;

— la valutazione dell’uniformiti dei fasci;

— la misura della dose assorbita, sia in fantoccio che
in pivo.

A tale proposito, avvento dei dosimetri a termolu-
minescenza € la realizzazione di fantocci tessuto equi-
valenti, permettono di valutare tecnicamente la wvali-
dita della dose calcolata nel volume d’interesse: da cio
segue che & cosi possibile valutare la bontd del tratta-
mento ed i possibili errori di calcolo.

1 dosimetri TL hanno un’alta precisione, una rapida
acquisizione dell’informazione dosimetrica, una buona
stabilith ambientale, una buona equivalenza al tessuto
biologico, un ampio range di sensibilitd. Questa ultima
proprieta & molto importante specialmente per la deter-
minazione della dose assorbita dai tessuti circostanti
un sito tumorale e che non sono pertanto direttamente
interessati all’azione terapeutica del fascio.

Un ulteriore vantaggio dei TLD & rappresentato
dalle loro piccole dimensioni: cid permette di deter-
minare il gradiente di dose in quelle tecniche radiotera-
piche ove cid sia richiesto, come la possibilita di effet-
tuare misure intracavitarie,

Con pieno successo i TLD sono usati per la deter-
minazione della dose-gonadi e della dose—pelic di pa-
zienti sottoposti ad esami radiografici. Tale wso &
invero di routine, specialmente all’estero.

Da quanto precedentemente detto risulta evidente
che T'utilizzazione del dosimetri a termoluminescenza
pud permettere:

- di migliorarc la progettazionc di apparecchiasdire
radiogene al fine di ridurre la dose assorbita dal paziente;

~ di migliorare le tecniche radiografiche al fine,
scmpre, di ridurre la dose assorbita;

— di gettare le basi di una reale analisi epidemiolo-
gica della dose assorbita dalla popolazione a causa di
esami radiologici.

Pur tuttavia, sebbene la dosimettia a termolumine-
scenza stia dimostrando Ia sua grande utilitd sia in me-
dicina che in biologia, essa non & ancora largamente
usata come dovrebbe. Cio & sorprendente, se si con-
sidera 1’alta precisione e la grande semplicitid d’uso dei
lettori commerciali TLD e la vasta gamma di dosimetri
che li rendono idonei alla dosimetria clinica ¢ bio-
logica.

In ogni caso, molti centri di fisica medica e sanitaria
hanno stabilito procedure ben precise per le tecniche
di rilevazioni dosimetriche effettuate tramite TLD, il
che sta a dimostrare chiaramente 'enorme potenziale
della dosimetria a termoluminescenza, particolarmente
per le misure ¢ zivo: ci si pud dunque aspettare con
certezza una positiva evoluzione nell’uso di questa
tecnica,

Prima di passare in rassegna i singoli lavori di dosi-
metria clinica che vengono effettuati tramite dosimetri
a termoluminescenza, ¢ interessante riportare alcuni
dati presentati da N. Suntharalingam [6] sull’'uso dei
dosimetri a termoluminescenza, nel settore clinico, ri-
ferentesi agli Stati Uniti. T risultati di questa analisi
statistica sono riportati nelle seguenti tabelle.

Dalla Tab. 1 risulta che in terapia i TLD sono usati
al 959, ; nella tabella sono pure riportate le percen-
tuali parziali per le varie applicazioni.

Tabella 1. — Percentuale d'utiliggagione in terapia.

TERAPLIA (939) Percentuale
Dose pelle .oovviiiii it iinn s 80
Dose ingresso/uscite .................... 67
Testaecollo .c..ooivvviiiii i, 58
Esofago .. v ivriuiianrarsssnrnneenins 35
Retto,........ e e eearenaraaaa 3
Cervice ... ... Cenieend S 20
VeESCICE v veniiniinn ittt 14
Impiantazione int‘erstiz_i_ale ................ 14

La Tab. 2 ripotta invece le percentuali parziali per
I'uso in diagnostica,

Per quanto riguarda i tipi di fosfori usati, la succes-
siva Tab. 3 ne riporta le percentuali.

L’analisi riporta pure alcuni dati sufla precisione rag-
giunta durante le misure dosimetriche (Tab. 4).



Tabella 2, — Percentuale d’ntiligzazione in diagnostica,

DIAGNOSTICA (50°) Percentuale
CT scanming ...c.ovvii i iinnnason 75
Mammografia ........ .0 48
Studi speciali ...... g 46
Cateterismo cardiaco . .. . .. e 37
Fluoroscopia ........ .ot iiiinennn . 37
Pediatrig ... ..ot 25

Tabella 3. — Percentuali d'uso dei materiali TL ¢ dei tipi.

MATERIALI TL Percentuale

LiF (TLD=100) o\ veee e 83
LiF (Throwaway) ............0ovuinuan-- 26
LiF (TLD-700) ... ......ciiiiiiiaiinnns 11
CaFaxMn ... e 8
LisBOuMn ..o cie it e 3
Tipi:

Ribbons e chips..................... ... 79
Rods .o oiv i 32
Capsule Throwaway...........cvvveeen.n 15
Dischi di teflon........................ 8

Tabella 4. - Percemtuaali delle precisioni raggimmte durante
misure dosimetriche.

UTILIZZATORI Precislone
(%) (%)

B0 . e e e 5

7 2 2

16 e e 10

APPLICAZIONI CLINICHE,

Presso il Dipartimento di Radiologia dell’Ospedale
Thomas Jefferson di Filadelha, Ja dosimetria a termo-
luminescenza & comunemente usata pet la valutazione
della dose al paziente (7-10). Ul fosfore prescelto ¢ il
LiF, sia in forma solida che in polvere. Il LiF solido,
in rods, & inserito in comuni cateteri per la dosimetria
in vive.

I settoti di applicazione dei TLD, presso il detto

, Dipartimento, sono i seguenti:

- comparazione della dose calcolata con quella mi-
surata al fine di verificare la bontd del metodo di cal-
colo (in fantoccio);
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- misura della dose in punti patticolari del volume
irradiato allo scopo di risolvere problemi relativi alla
stima della dose al di fuori del piano di trattamento
(in fantoccio);

- misura dell’andamento della dose in profondita,
in funzione dell’angolo di incidenza del fascio e delle
dimensioni del campo.

Anche queste misure vengono fatte in fantoccio e
per sorgenti 8°Co, betratone ed X di elevara energia;

- misura della dose superficiale nella terapia eseguita
con *Co e con betatrone (misure i vivo);

- studio della forma dei campi con la tecnica del
mantello (in fantoccio);

— misuta della dose ricevuta dal paziente durante
esami diagnostici;

— misura i vive della dose d’ingresso e d’uscita du-
rante ['uso di campi opposti paralleli ¢ nel trattamento
iperbarico;

- misura della dose nella terapia del tumore all’eso-
fago, della vescica e della cervice.

Questi studi hanno permesso di mettere a punto
migliori tecniche di irraggiamento, come nel caso del
trattamento del seno, del torace, della testa e del collo.

Al Radjumhemmet di Stoccolma, B.J. Rudén [11]
ha condotto una serie di accurate miswre usando il
LiF. Sin dal 1932, il monitoraggio della radiazione
della dose al paziente veniva effettuato con piccole ca-
mete a ionizzazione, di alto costo e di difficile mani-
polazione. A partire dal 1968 vennero introdotti 1 do-
simetri a termoluminescenza, effettuando con essi cirea
il 67 ¢ delle misure cliniche. Nel 1974 tale percentuale
raggiunge il 98 %,

Tra le misure effettuate da Rudén si possono citare:

- %Co ed X d’alta energia: in tal caso i dosimetri,
contenuti in opportuni contenitori di perspex per il
raggiungimento dell’equilibrio elettronico, sono attac-
cati zlla supetficie del corpo per la determinazione del-
la dose d’ingresso.

— Elettroni d’alta energia: 'uso dei dosimetri non &
limitato al solo controllo della dose prescritta, ma an-
che per la determinazione della dose di ingresso.

- Elettroni d’alta energia: Puso dei dosimetri non &
limitato al solo controllo della dose prescritta, ma an-
che per la determinazionc della dose entrante in diffe-
renti punti quando [irradiazione ¢ fatta con fasci lar-
ghi irregolari su superfici ove lo stesso contorno del
corpo puo essere irregolare,

— Determinazione della dosc assorbita da organi che
si trovano al di fuori del fascio primario, quali occhi
e gonadi.

- La misura della dose in uscita viene compiuta per
apportare le opportune correzioni al valore della dose
assotbita a causa della diversa densith di organi interni
attraversati dal fascio. Il metodo della dose in uscita
¢ pure applicato per calcolare la dose assorbita da una
zona tumorale durante Uirradiazione. Nel trattamento
del carcinoma dell’esofago, ad esempio, questa tecnica
¢ usata per misurare la variazione della dose lungo
I'esofago.
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— Per misure intracavitarie i dosimetri sono inseriti
in cateteri di teflon sterilizzati, Separatori di piombo,
posti tra un dosimetro ¢ altro, permettono di stabi-
lirne Pesatta posizione in scopia. Una tecnica analoga
& seguita per l'esofago, specialmente quando si richie-
de l'irradiazione con tre fasci. .

L accuratezza, la stabilitd e la riproducibilitd del si-
stema TLD & garantita dai seguenti dati, che riguar-
dano un anno di misure e si riferiscono alla media
delle differenze tra dose assorbita e dose prescritta
(Tab. 5).

La seguente Tab. 6 si riferisce invece al periodo di
un mese {(dose di ingresso).

Un sistema TLD basato sul Li,B,0,: Mn in polvere
& attuato dal National Radiclogical Protection Board
di Harwell [12-13). Tale Ente ha interessato vari ospe-
dali su tutto il territorio inglese, instaurando un inten-
so lavoro sia di ricerca sia di routine,

Le ragioni che hanno guidato alla scelta di questo
patticolare sistema dosimetrico sono derivate dal fatto
che il borato di litio attivato con manganese, ha un
assorbimento caratteristico dei raggi X quasi simile a
quello del tessuto biologico. La sua equivalenza ¢ for-
temente influenzata dalla percentuale in peso di man-
ganese ¢ calibrando Ja proporzione, si pud raggiungere
una stretta equivalenza con il tessuto, La glow—curve
inolire & costituita da due soli picchi, dei quali il pri-
mo ha un fading molto rapido e la procedura di an-
nealing & semplice: sono sufficienti per Iazzeramento
del fosforo 300 ¢C per 30 min.

Nell'uso di routine la sensibilita del borato di litio in
polvere & calibrata periodicamente con raggi del Cs-
137, tenendo conto della diversitd tra radiazione di ca-
librazione ¢ radiazione da misutare tramite un fattore

Tabella 5. — Medic percentuali delle differenge fra dose as-
sorbite ¢ doss prescritta. Periodo di osservagions: an anno.
UNITA DI TRATTAMENTO Media
Acceleratore lineare da &6 MeV (417 misure,
coni di filtraggio nel fascio).......... . + 0.4
Acceleratore lineare da 6 MeV (613 misure
fascio aperto) ............ e + 0,6
Accelerstore lineare da 6 MeV (128 misute,
fascio irregolare con blocchi di piombo
nel fascio . ... -+ 4.4
Tabella 6. — Medie percentuali delle differenze fra dose as-

sorbita ¢ dose prescritta. Periodo di osservagione: wn mese.

UNITA DI TRATTAMENTO “::Ad;
Cobalto. . ..o i e — 1.5
Acceleratore lineare . ........... .00 .. + 0,6
Betattone (<) ..o i i veniiir e — 1.6
Betatrone (elettroni}.................... + 1.9

di correzione. 1 dati ottenuti sono stati paragonati an-
che a queli di una camera a ionizzazione cilindrica da
35 ml. T sacchetti di plastica, aventi uno spessore di

0,12 mm, contenenti 30 mg di borato di litio, ¢ la ca-

mera, sono calibrati con un dosimetro standard secort-
dario Baldwin Farmer, usando uno stretto fascio di y
provenienti da una umtd terapeutica al Co-60. L'equi-
libriv elettronico & stabilito per entrambi i tipi di 1i-
velatori, circondandoli con un adeguato spessore di
perspex. 1 30 mg di borato di litio sono risultati suffi-
cienti per misurare dosi di 0,1 mGy (10 mrad), nclla
zona della radiazione X da 15 e 100 keV. La devia-
zione standard, espressa come per cento della media
de osimetri, fornisce la precisione

/MW 0,1 mGy (10

mrad), per scendere 2 1,1 % su dosi di 5 Gy (500 rad).

Le dosi al paziente sono misurate dutante vari tipi di

csami a ragei X, quali il cateterismo cardiaco, l'angio-

cardiografia, e la mcningografia, 1 danni da radiazione
\ . al midollo osseo sono quasi sempre 1 maggiori mecca-
ismi che operano nella morte da radiaziene ¢ nelle
lattie acute da esse provocate, perché esso ha dei
ammissibili di dose tra i pih bassi di tutto il
corpo. La forma detla curva della dose al midolle os-
seo in funzione dell’energia dei fotoni, in un fantoccio
csposto ad un campo di radiazioni X rotazionale, pre-
senta delle diversita a seconda del metodo con cui
vienc ricavata.

1 metodi generalmente noti sono quelli di Wilson e
Carruthers che hanno usato dei dosimetri chimici, e
quello di Jones che ha condotto gli studi utilizzando
dosimetri a termoluminescenza al LiF. Robert A.
Facey del Defence Chemical, Biological and Radia-
tion Laboratories di Ottawa, Canada [14], ha ricavato
nuovamente questa curva confermandone la forma ge-
nerale, investigando in particolare su quei problemi
considerati causa dei risultati ottenuti dagli altei Autori.
Uno di quest] problemi deriva dalla degradazione in
energia entro il fantoccio, e tale da spostare la risposta
del sistema dosimetrico. Egli analizzd questo problema
con curve profonditifenergia ottenute con un sistema
a termoluminescenza LiF + CaSO.:8m. 11 LiF venne
utilizzato per la misura della dose locale, mentre il
CaSQ, per stimare 'energia. Le curve profonditdfener-
gia mostrano due meccanismi: un alleggerimento della
radiazione incidente nel tessuto molle ¢ un indurimento
nel midollo. T dati ottenuti da Facey, considerando le
influenze dei detti fattori, forniscono una spiegazione
qualitativa della forma delle cutve di profonditifener-
gia ¢ di quella di dose al midollo.

Presso it Meath Hospital di Dublino, dosimetri al
LiF ed al CaS8O,:Dy sono stati usati per determinare
[a vita media dello iodio nella tiroide delwomo [15].
J risultati di tali misure hagno permesso di stabilire
che il sistema TLD & sufhcientemente sensibile 2 quan-
tita di ' o ¥] minori di 18,5 kBq (0,5 pCi).

In Austria, dalla collaborazione tra il Prunfsealt fiir
Radiologie ¢ la Med. Univ. Klinjk, di Vienna, si €
avuto un interessante studio sughi‘effecti della radiazione
gamma sul feto umano. L’uso di rivelatori TLS al LiF,
ha permesso la stima della dose ricevuta da una donna
incinta affetta da carcinoma alla cervice e trattata
con **Ra [16].

i Nottheast Center for Radiological Physics del
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center di New York,
in collaborazione con altri centri, ha compiuto un ac-




curato studio sulla determinazione della dose ricevuta
dal paziente durante esami mammografici. L'esposi-
zinne in funziene della profonditd fu misurata tramite
dosimetri al LiF inseriti in fantocci tessuto equivalenti
[17]. Sotto ghi auspici della Commissione pet 'Ener-
gia Atomica Turca, ed uiilizzando dosimetri al LiF,
¢ stato compiuto un ampio studio al fine di determinare
la dose gonadi in 14 tipi di esami radiclogici. L analisi
fu fatta in tre ospedali di Ankara [18]. Un interessante
confronto tra dose misurata tramite dosimetri TLD e
dose calcolata, & stato fatto da alcuri ricercatori del
Centro di Medicina Nucleare di Lione. Tzle confronto
¢ stato compiuto su pagienti volontari durante tratta-
mento con 13 [19]. Dosimetri al LiF vennero posti
all’interno dell’utero prima della somministrazione dello
iodio e rimossi 2 mesi pit tardi. Le misure effettuate in
tal modo hanno permesso un confronto con la dose
calcolata tramite il metodo di Robertson ¢ Gorman.
1 risultati ottenuti sono risultati essere in buon accordo
con quelli calcolati. Dosimetri al LiF sono stati utiliz-
zati durante il trattamento della leucemia tramite Total
Body Irradiation. La tecnica, messa a punto presso
Plnstitute of Cancer Research di Sutton, in collabora-
zione con il Royal Marsden Hospital, Sutton, comporta
un trattamento frazionato di 8,5-10 Gy (850-1000 rad)
per volta. 1 dosimetri impiegati consistono in polvere
di GiF contenuta in capsule. L’uso dei TLDs ha per-
messo di compiere una accurata verifica del calcolo
teorico [20]. Anche nella tecnica 90° Compton Scattering
Tomography sono stati usati dosimetri al LiF [21].
Questa tecnica consiste in un metodo tridimensionale
non computerizzato che permette la tomografia fron-
tale e sagittale del polmone, ¢ non implica il movimento
della sorgente né del rivelatore. Le valutazioni dosi-
metriche sono state ottenute nsando il tronco di un
fantoccio Alderson e dosimetri TLD-100 (LiF). I do-
simetri vennero collocati in appositi fori praticati al-
Iinterno del fantoccio, permettendo una accurata rile-
vazione della dose pelle, della dose massima ricevuta
dai polmoni ¢ della dose gonadi.

Una interessante applicazione iz »ive, anche se solo
su cavie, ¢ stata compiuta dal Department of Radiological
Sciences, Universita di Oklahoma [22]. La determina-
zione della dose X ¢ gamma, rilasciata ai polmoni di
cavie dopo iniezione di ®Tcm, fu determinata tramite
dosimetro al LiF incapsulato in vetro. Le dimensioni
dei dosimetri sono sufficientemente piccole da consen-
tire i} loro passaggio attraverso il cuore delle cavie e
per fermarsi quindi nelle piccole arterie, 1 cani venivano
uccisi un giorno dopo 'iniezione del tracciante, al fine
di recuperare i dosimetri per la lettura. La dose media
misurata (dose X e gamma) ai polmoni, su 11 cavie,
risulto essere di (5,1 £ 0,4) - 107% mGy MBq* (189 4- 16
mrad mCi™1), Tale valote fu corretto sottraendovi i
contributi di dose ai polmoni dovuti al fegato ed alla
milza, ottenendo una dose media di (4,1 4 0,7) - 107
mGy MBq™! (152 4 27 mrad mCi™Y), in buon accordo
con il valore calcolato di 3,4 - 107° mGy MBq™! (126
mrad mCi™),

Presso P'lstituto di Medicina Nucleare e Scienze Af-
fini di Delhi, India, in collaborazione con il Diparti-
mento di Fisica ed Astronomia delPUniversita della

«'stessa cittd, & stato compiuto un interessante studio di
rilevazioni dosimetriche associato alPuso di unitd ra-
diografiche, montate su camioncini [23]. In gquesto stn-
dio fu usato come TLD il CaS80O,:Dy, in polvere, rea-
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lizzato presso il Babha Atomic Research Centre di
Bombay. 50 mg di fosforo furono inglobati in capsule
di gelatina, che vennero applicate sul paziente in posi-
zione centro-fascio di ingresso ed in uscita e vicino
alle gonadi. Per il monitoraggio dei liveld di radia-
zione all’interno del mezzo mobile, alcune capsule fu-
rono applicate agli infissi delle porte di ingresso e dj
uscita, all’altezza di 1,5 m dal pavimento. Altri dosi-
metri vennero applicati agli schermi di vetro piombato
al posto di guida del veicolo e sulle pareti esterne.
Al fine di evitare errori di valutazione di dose, a causa
della forte dipendenza ¢nergetica della rispostza TL del
CaS0,:Dy alle basse energie, i fosfori vennero cali-
brati con energie comprese tra i 18 e gli 80 kVp.
L’analisi fu fatta su 50 pazienti maschili adulti, sotto-
posti a radiografie del torace. Nelle seguenti tabelle
sono riportati i dati ottenuti in questa seric di osserva-
zioni (Tab. 7 ¢ 8). Questo studic mostra nuovamente
come un sistema TLD sia conveniente e sensibile per
la determinazione della dose al paziente ed all’opera-
tore.

Tabella 7. — FEsposizioni oftenute su wnitd radiegrafiche
mobili,

[

Esposizione media

.. . o Esposizio-
T a1
mm Al { casi n “2;‘“
Sperimentale  Calcolata m
70 20 2,1 20 170412 1184+ 7 1,8

% 1t 2,1 15 131413 2174 7 4,0
s 20 2,1 15  256--29 254+ 11 5,0

Tabella 8. — Dosintetria all’interne delle nnita radiografiche
rrobili,

Dase in mR
per esposizione

POSIZIONE TLD

Porta di ingresso ........ccovueenrernns- 0.40
Porta di uscita .........000iiiiinnnn,. 0,70
Yetro di divisione (dalla parte del paziente) 1,4
Vetro di divistone {dalla parte dell’operatore) Fondo
Sedile +vovivviviinninn, e aateaareeaes 1,3
Altre pateti ... it i i Fondo

Negli Stati Uniti, esposizione media annuaie pro ca-
Dpite per indagini cliniche RX & dell’ordine di 142. 1077
C kg™ (55 mR). Una frazione significativa di tale
quantita sembra doversi assegnare ad indagini diagno-
stiche e preventive nel settore odontoiatrico. In base
a tale ipotesi e per verificarne I'attendibilita, presso il
College of Engineering and Applied Sciences dell’Ari-
zona State University, & stato messo a punto uno spe-
ciale fantoccio in resina plastica, riproducente Ia testa
umana, con inglobate ossa ¢ denti naturali. La struttura
fu quindi ridotta a fette sovrapponibili e perforate in-



584

ternamente per contenere dosimetri TLD-100 (LiF).
L’uso dei TLD-100 & giustificato dal fatto che sono
particolarmente adatti a misure nella zona X 25-80
keV, ove risulta una risposta praticamente indipen-
dente dall’energia; inoltre lo Z(LiF) & pari ad 8,1 men-
tre quello del tessuto ha un valore di 7,4. Anche il
fading & trascurabile, aggirandosi sul 59 per anno.
1 dati riguardanti le misure effettuate sono apparsi su
Health Physics [24].

In campo terapeutico, come ben noto, & a volte
impossibile determinare teoticamente la dose rilasciata
al pazientc. Per risolvere tale problema, il gruppo del
Service de Catcinologie Radiotherapique dell’Hospital
Henri Mondor di Creteil, Toulose, Francia, ha intro-
dotto 'uso del borato di litio, in discoidi, per il moni-
toraggio della dose peile durante trattamento fofa/-
body [25].

L’uso del borato di litio & motivato nel seguente
modo:

— il materiale TL & facile da usate ¢ non richiede
annealing tra una misura ¢ 'altra;

- i discoidi sono sufficientemente sottili da permet-
tere misure in quelle regioni ove & importante il gra-
diente di dose;

~ la dipendenza negativa dal borato di litic & molto
piccola nelle energie comprese tra 1 e 5 MeV;

— la risposta di questo materiale TL & indipendente
dal rateo di dose, almeno sino a 107 Gy/pulse (10°
rad/pulse);

- infine, a paritd di condizioni di misura, le carat-
teristiche del materiale sono in buon accordo con quel-
le delle emulsioni fotografiche e delle camere a ioniz-
zazjone,

La messa a punto del sistema, effettuata tramite un
fantoccio antropomorfe Alderson Rando, ha permesso
di concludere che la dosimetria a TLD, per la detta
applicazione clinica, rappresenta una tecnica altamente
affidabile ¢ senz’altro alternativa sia rispetto ad altre
tecniche dosimetriche che al calcolo teorico.

Presso il Department of Therapeutic Radioclogy del
Darturont Hithcock Medical Center di Hannover, si
usa un sistema TLD per il monitoraggio della dose al
paziente durante terapia con betatroni da 33 e 45 MeV
[26]. 1] metodo consiste nell’uso di LiF TLD 700 rods
(1 x 1 X 6 mm), selezionato in modo che lo scarto
tra un dosimetro e P'altro non superi il 39,. I rods
sono quindi inglobati in capsule di gelatina che, nu-
merate opportunamente, sono poste sulla pelle del pa-
ziente. Il lavoro porta quindi a confronto i valori di
dose calcolati dalla disttibuzione delle isodosi, per il
trattamento del carcinoma polmonare, con quelli ot-
tenuti con il sistema TLD. Usando per tale trattamento
un fascio X di 33 MeV, con un campo 12 x 14 cm,
con SSD = 110 em, i dati calcolati e misurati risul-
tano essere in ottimo accordo.

Arvricaziont AL TAC.

Fin dalla sua prima apparizione, 1a tomografia com-
puterizzata del corpo, malgrado 1 suoi innegabili van-
taggi diagnostici, ha suscitato scalpore e critiche per
Ia supposta elevata dose di radiazione erogata al paziente.

Queste critiche sono andate aumentando con Pevolversi
delie generazioni di apparecchiature, fino a far affer-
mare a taluni, all’apparizione dei primi scanner ¢
quarta generazione, che il probiema della dose erogata
rendeva ingiustificato e pericoloso 'impiego clinico
di queste macchine.

Negli ultimi anni, su riviste specializzate sono pero
apparsi articoli dimostranti che, nella media degli
scanner, la dose erogata nel corso di una indagine,
pur se con differenze talora rilevanti da apparecchio ad
apparecchio, non eccedeva i limiti accettabili per un
impiego clinico giustificato da un reale vantaggio dia-
gnostico. 1 sistemni dosimetrici a termoluminescenza
si adattano facilmente a tale tipo di osservazioni dosi-
metriche ed i lavori che qui di seguito si passeranno in
rassegna ne evidenziano tutti 'utilizzazione. Un primo
lavoro, del 1977, eseguito presso la Division of
Radiologic Physics dell’Allegheny General Hospital di
Pittsburgh [27], riporta i dati d’esposizione, sia dei
pazienti che del personale addetto, per un apparecchio
EMI per la TAC del cranio. I TLD usati furono chips
TLD-100 ¢ le esposizioni risultarono essere comprese
tra 2,58 - 1074 e 12,9 . 107* C kg™ (1 ¢ 5 R).

In un altro lavoro del 1978 [28], compiuto presso i
Departments of Oncology and Diagnostic Radiology
della Mayo Clinic, in collaborazione con il Department
of Radiology dell’University of Minnesota Hospital,
i valori della dose massima superficiale variano da
20 2 100 mGy (2 a 10 rad), secondo il tipo di esame.
Anche in questo caso i rilevamenti dosimetrici sono
stati eseguiti con termoluminescenti (TLD--100}.

Alcuni ricercatori del Dipartimento di Radiologia
della Scucla di Medicina dell’Universith di California
[29] hanno compiuto un approfondito esame su 7 dif-
ferenti CT scanner commerciali, usando due fantocci
plastici appositamente realizzati per simulare la parte
addominale di bambini di 6 mesi e di ragazzi di 10 annj,
Le dosi superficiali ed interne furono determinate con
dosimetri a termoluminescenza, posizionati sia super-
ficialmente che allinterno dei fantocci. La dose media
superficiale, per un esame CT del corpo completo,
tisultd variare tra 39 e 560 Gy (0,39 e 5,60 rad), in fun-
zione della taglia del paziente e del modello di scanner.

Un altro lavoro, eseguito in collaborazione tra la
Health and Safety Research Division dell’Oak Ridge
National Laboratory ed il Department of Radiological
Sciences delPUniversitd di California [30], propone un
metodo per la determinazione della dose assorbita du-
rante esami CT. Anche in questo caso é stato usato un
fantoccio Alderson in abbinamento con rivelatori al
LiF in polvete (TLD-100).

La Commissione Nazionale per I'Energia Atomica
Argentina, in collaborazione “con il Dipartimento CT
del Laboratorio Giiemes di Buenos Aires, ha presentato
al recente Congresso Internazionale di Tolosa sulla
termoluminescenza, un lavoro sulla determinazione
della dose media assorbita durante esami CT, confron-
tandone i dati con quelli ottenuti durante esami radio-
grafici classici [31]. Anche in questo caso ¢ stato utiliz-
zato un fantoccio Alderson e dosimetri 2 termolumine-
scenza {LiF: TLD-100). I risultati ottenuti hanno di-
mostrato che con [a tecnica CT le dosi assorbite sono
pil basse di quelle rilevabili con tecniche diagnostiche
di tipo classico.

In coliaborazione con la II Cattedra di Radiologia del
Policlinico Umbetto I di Roma, il Servizio di Fisica




Sanitaria — 1 Cattedra di Fisica Medica dell'Universitd
di Roma, ha compiuto una serie di rilevazioni dosi-
metriche su differenti CT scanner, comparandone i dati
con analoghi esami X diagnostici [32]. Tra le altre,
le indagini messe a confronto sono state I'urografia en-
dovenosa ¢ la TC della regione renale. Un dato impor-
tante, ricavato da tale confronto, & che la dose super-
ficiale di ingtesso in urografia & superiore a quella su-
petficiale massima di tutte le macchine TAC.

APPLIGAZIONI IN RADIOBIOLOGIA.,

Durante gli ultimt anni le tecniche partia/~body
irradiations sono state ampiamente usate in svariati
esperimenti di radiobiologia per studiare, ad esempio,
la radiosensibilitd di taluni organi e siti tumorali. Tali
tecniche di irradiazione implicano 'uso di schermature
di piombo di varie forme e spessori, al fine di avvici-
natsi il pii possibile alla situazione di dose nulla per
il tessuto schermato. In ogni caso, comunque, la ra-
diazione scatterata dalle regioni adiacenti non scher-
mate di luogo a livelli di dose pit o meno significativi
nelle zone schermate. Al fine di uno studio dettagliato
sulla distribuzione della dose durante I'uso delle dette
tecniche di irraggiamento, ci si avvale generalmente di
fantocci di piccoli animali. Poiché in questo genere di
studi & richiesta un’altissima risoluzione spaziale, 'uso
dei dosimetri a termoluminescenza risulta essere una
necessita,

Passando in rassegna i lavori piu interessanti in tale
settore, tra i primi risulta essere, in ordine di tempo,
quello usato dalla collaborazione tra il Laboratorio di
Dosimetria e Biofisica delle Radiazioni del CNEN-
CSN Casaccia e PIstituto di Fisica Medica — Servizio
di Fisica Sanitatia dell’'Universitd di Roma {33]. Lo
studio dosimetrico compiuto tramite chips di LiF, ven-
ne fatto per due casi di irradiazione parziale di un fan-
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toccio di topo. Dapprima venne studiata la distribu-
zione di dose lungo un arto posteriore schermato; in
una seconda fase vennero studiate le distribuzioni di
dose lungo I'asse longitudinale e quello trasversale del
torace del fantoccio, schermandone una meti.

Un pilt recente lavoro, apparso nel 1980, riguarda i
risultati di una intercomparazione tra alcuni Labora-
tori cooperanti all’interno dell’EULEP {34]. Per tale
intercomparazione X-dosimetrica impiegante la tecnica
partial-body irradiations, & «tato realizzato un fan-
toccio di topo in materiale acrilico (15 x 4 x 4 cm).
Come materiali dosimetrici sono stati usati LiF e
CaF,:Mn, entrambi in polvere.

Per concludere questa rassegna sull’uso dei dosimetri
a termoluminescenza in dosimetria clinica, ¢ bene ci-
tare alcune opere piit o meno recenti che, pur non
essendo specificatamente afferenti alle applicazioni in
medicina, sono di grande importanza per una com-
ptensione generale del fenomeno TL, per le caratte-
ristiche dei vari fosfori termoluminescenti, per I'uso
che se ne pud fare ed infine per le tecniche di misura.
Come gik citato all'inizio, a partire dal 1965 si sono
tenuti periodicamente dei congressi internazionali, i cui
proceedings sono di utile consultazione per una indi-
cazione sullo «stato dell’arte » [35-40]. A parte i con-
gressi internazionali, esistono alcuni testi di interesse
pit generale ¢ tra questi vanno citati il Solid State
Dosimetry del Becker [41], Thermoluminescent Dosi-
metry di Cameron, Suntaralingam e Kenny [42] ed
infine, recentissimo, Thermoluminescence Dosimetry di
A. McKinlay [43]. L'ultimo libro & la rielaborazione
di un Seminario tenuto dallo stesso Autore ai Corsi
di Ispra e contiene un ampio settore dedicato alla
dosimetria clinica.
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Caratterizzazione del metodo

Ann, Lsi. Super, Saniti
Val. 18, N. 3 (1982), pp. 587-590

per la determinazione del piombo nel sangue

in assorbimento atomico col fornetto di grafite ¢ la piattaforma di L'vov

Gmeo MORISE, Marmia PATRIARCA e Teonora MACCHIA

Laboratorie di Tecnolegie Biomediche, Istitute Superiore di Sanita, Roma

Riassunto. — 57 descrive mm metodo per Ja determinagione
de! piombo nel sangue in assorbimento atomico con afomizxa-
ione elettrotermica ¢ con Puso della piattaforma di Lvov.
Vengone riportati i paramelri strumentali ottimigzati per
due possibili procedimenti analitici. Entrambi sono stati ca-
ratterigzati per [affidabilite mediante il confronto col me-
todo diretta in assorbimento atomice con fornetfo di grafite,
Si dimostra che Puso della piatiaforma di Lvoy permette
4 eliminare completamente leffetto matrice e di procedere di-
rettamente al calcolo della concentrazione del piombe del san-
pue sy una curva di taratura allesiita con standard acquosi.

Summary (Method for Blood Lead Analysis Using
the L'vov Platform with a Graphite Furnace). ~ A
method for blood lead analysis using the L'voy platform with
@ graphite furnace is described.  Optimiged instrumental con-
ditions for two analitical procedures are reported. The analy-
tical procedures have been characteriged for affdability by
comparing them with the most common technique for furnace
analysis, The method is free of matrixc effect and the ralues
for lead in the blood samples are obtained by direct com-
parison with linear working curves prepared from agueois
standards.

T3 noto che Panalisi di elementi in traccia in assorbi-
mento atomico con atomizzazione clettrotermica in for-
netto di grafite & quasi sempre soggetra ad interferenze
della matrice organica del campione. L'vov (1] ed altri
AA. [2-5] hanno dimostrato che tali interferenze anali-
tiche possono essere in vario grado attenuate metten-
do nel fornetto di grafite una sottile piattaforma di
grafite sulla cui base vienc depositata Paliquota del
campione da esaminare. In questo modo é qualche
volta possibile eliminare completamente Peffetto ma-
trice ¢ procedere alla costruzione della retta di tara-
tura per lanalisi usando direttamente semplici stan-
dards in soluzione acquosa. Cosl si elimina il lavoro
della preparazione dei campioni per la retta di taratura
secondo il metodo dell’aggiunta.

Utilizzando la tecnica della piatraforma di L'vov,
sono stati scelti (dopo opportune valutazioni) i para-
metri di programmazione del sistema di campiona-
mento ¢ fornetto di grafite ed i trattamenti del cam-
plone ¢ degli standards pib idonei ad ottimizzare le

condizioni di incenerimento ed atomizzazione e limi-
tare le interferenze della matrice organica nella deter-
minazione del piombo nel sangue. Sono state cosi de-
finite due possibili procedure analitiche, entrambe ap-
plicate in una serie di prove effertuate al fine della
caratterizzazione delle procedure analitiche stesse,

MATERIALL

Canmpioni di sangne wmano. — 71 campioni di sangue
di soggetti adulti appartenenti ad una popolazione in-
sediata in una zona a rischio di contaminazione per la
presenza di una fonderia di piombo; 84 campioni di san-
gue di soggetti adult rappresentativi di una popolazione
di una area urbana non a rischio di contaminazione.

Camproni di sangue per £/ controllo di gualita. - Preparati
dal « Regional Toxicology Laboratory » al Dudley
Road Hospital di Birmingham (UK), nel’ambito del-
I'attnazione delia direttiva CELE per la sorveglianza
della popelazione contro il rischio di saturnismo {6).
Consistono in una seric di campioni a bassa concen-
trazione di piombo (B pg/dl) ed una serie a concentra-

ziorte medio-alta (37 pg/dl).

Soluzione madve standard. - Soluzione di nitrato di piom-
bo in acido nitrico 1N al titolo di 1 g/l di piombo (BDH).

Apimonio Fosfato Monobasico RPE (Carlo Erba).
Triton X-100 (Fluka).

APPARECCHIATURA,

Tubi i grafite rivestiti di grafite pirofitica (Perkin~Elmer).

Tubi di grafite (Perkin Elmer) nel cui interno sono
state ricavate le guide per I'inserimento della piateaforma
di L'vov.

Piattaforme di L’vor (Perkin Elmer).

Spettrofotometro ad assorbimento atomive, dotaro di for-
netto di grafite (Perkin Elmer mod. 5000).

Programmatere per fornetto di grafite (Perkin Elmer,
mod, HGA 400).

Diluitore automatico, Micromedic System.
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METODI

METODO DI DETERMINAZIONE DEL PIOMBO CON FORNETTO
DT GRAFITE {metodo di confronto),

Soluzioni standard e cwrva di taratara. — Si preparano
soluzioni standard aggiungendo in 5 contenitori di
plastica, contenenti ciascuno 4,5 ml di un pool di san-
gue umano a bassa concentrazione di piombo, rispet-
tivamente 0,5 ml di soluzione a 0O; 100; 200; 400;
600 pg/dl di piombo (preparate dalla soluzione madre).
A 100 pl di ciascuna soluzione standard vengono ag-
giunti 400 pl di una soluzione di triton X-100 allo
0,59+ 10 ul di ciascuna di queste soluzioni vengono
depositate sulla parete del tubo di grafite pirolitica,
con la micropipetta automatica,

La determinazione del piombo per ogni concentra-
zione viene effettuata in quadruplicato. Si costruisce
la curva di taratura mettendo in ordinata la media dei
valori letti per I'assorbenza in corrispondenza di cia-
scuna concentrazione di piombo, diminuiti del valore
letto per la concentrazione 0, ed in ascissa i valori delle
concentrazioni del piombo aggiunto,

Trattamento del campione ed anaiisi. — A 100 pl di cam-
pione si aggiungono 400 pl della soluzione di triton
X-100 allo 0,59, - 10 gl di campione cosi trattato
vengono introdotti nel fornetto di grafite con la mi-
cropipetta automatica, Ogni campione viene analiz-
zato in doppio.

Condizioni spetirofotometriche. — Lunghezza d’onda
283,3 nm; correttore di fondo inserito; espansione di
scala x5; lettura dell’altezza di picco.

Programmazione del sistema di campionamento a fornetto di
grafite.

Flusso

STEP Temp Ramp time Hold time interno

di gas

N. _ °c 3 s ml/min

F RN 80 15 15 300
2.0, 120 15 15 300
... 500 30 40 20
4, ... 2400 0 5 20

METODI D! DETERMINAZIONE DEL PIOMBO NEL SANGUE
CON L’USC DELLA PIATTAFORMA DI L'vov.

Metodo A.

Soluzioni standard e curva di taratura. — Si preparano
soluzioni standard di piombo a concentrazioni di 10,
20, 40, 60 pgidl, in acqua distillata, a partire dalla so-
luzione madre. A 100 pl di ciascuna delle soluzioni
standard vengono aggiunti 400 pl di una soluzione
allo 0,5%, di triton X-100 . 10 pl di ciascuna di queste
soluzioni vengono introdotti sulla piattaforma di L’vov
nel fornetto di grafite, con la micropipetta automatica,
La determinazione del piombo per ogni concentta-
zione viene effettuata in quadruplicato. Si costruisce
la retta di taratura mettendo in ordinata fa media dei
valori letti per 'assorbanza in corrispondenza di cia-

scuna concentrazione, ed in ascisse i rispettivi valori
delle concentrazioni.

Trattamento del campione ed analisi; condizioni spetiro-
Jotometriche ¢ programmazione del sistema di campionate
a fornetto di grafite. — Come descritto precedentemente
per il metodo di determinazione del piombo con for-
netto di grafite (metodo di confronto).

Metads B.

Solugioni standard e cwrva di taratwra. — Si preparano
soluzioni standard di piombo a concentrazioni di 10,
20, 40, 60 wl/d! di HNO; all'l %,

Col diluitore automatico, a 100 pl di ciascuna delle so-
luzioni standard vengono aggiunti 750 ul di soluzione
all't ¢ di triton X-100 ed all’i%, di NHH,PO, - 10 ul
di ciascuna di queste soluzioni vengono introdotti sulla
piattaforma di L'vov nel fornetto di grafite, con la mi-
cropipetta automatica. La determinazione del piombo
pet ogni concentrazione viene effettuata in quadrupli-
cato, Si costruisce la curva di taratura mettendo in or-
dinata la media dei valori letti per 'assorbanza in cor-
rispondenza di ciascuna concentrazione ed in ascissa
i tispettivi valori delle concentrazioni.

Trattamento del campione ed analisi. — Col diluitore
automatico, a 100 ul di campione di sangue si aggiun-
gono 750 pul di soluzione all'l 9%, di triton X~100 ed
all’1 95 di NH,H,PO, 10 pl del campione cosi trat-
tato vengono introdotti sulla piattaforma di L'vov nel
fornetto di grafite, Ogni campione viene analizzato
in doppio.

Condigioni speitrofotometriche. — Come precedentemente
descritto per il metodo di determinazione del piombo
con fornetto di grafite (metodo di confronto).

Programmazione del sistema @i campionamento a fornetto di
grafite.

Fluaso

STEP Ternp Ramp time Hold time inrernc

di gas

N. oC . s [ ml/min
8¢ 15 15 300
... 120 15 15 300
3 670 30 20 20
4 2100 0 4 20
5.... . 2700 0 4 300

.. ~

RISULTATI E RISCUSSIONE.

Metode A.

Per una valutazione complessiva del « metodo A »
con Yuso della piattaforma di L’vov, sono state cffet-
tuate determinazioni del piombo in 77 campioni di
sangue analizzati in doppio sia con questo metodo, sia
paraliclamente col metodo di confronto. La precisione
dei due metodi pud essere valutata dalla dispersione
dei replicati, utilizzati successivamente nell’analisi della
regressione,

Lz deviazione standard pooled (8D,,..) ottcnuta

»

dai 77 duplicati & risultata essere pari a2 0,99 pg/dl



con coefficiente di variazione (CV) medio di 2,97 9,
per il metodo con la piattaforma di L'vov, ¢ di 1,24
ug/dl, con CV medio di 3,69 %, per il metodo di con-
fronto.

La differenza di precisione constatata & risultata stati-
sticamente signiffcativa al 5 9. 1 risultati ottenuti con
i due metodi messi a confronto risultano molto ben
correlati (r = 0,992; r? = 0,985) ¢ P'andamento osser-
vato nel grafico (Fig. 1} appare spiccatamente lineate.
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Fic. 1. - Regressione dei valori ottenuti con 'uso della piatta-

forma di L'vov, Mefodo A, (y), verso i valori ottenuti col me-

todo di confronto (x). Alcuni punti del grafico rappresentano
valori multipli

L’analisi della regressione non mostra evidenza di er-
rori sisternatici costanti. L’intercetta stimata & pari a
0,456 pg/dl, ma tale valore non & statisticamente di-
verso da 0 (p<(0,20). Gli errori sistematici proporzio-
nali non sembrano avere particolare peso in quanto
la pendenza della retta di regressione & molto vicina
ad 1 (b = 0,981) e peraltro statisticamente indistingui-
bile da 1 (t = 1,332, non significativo). La variabilitd
attorno alla retta di regressione, misurata come di con-
sueto, dall’errore standard della regressione stimata,
¢ piuttosto contenuto ed & pari a 1,69 wug/dl Inoltre,
la precisione e 'accuratezza del metodo con 'uso della
piattaforma di L’vov sono state valutate relativamente
all’analisi di 3 campioni di sangue per il controllo di
qualita, I risultati sono riassunti nello schema seguente:

Vah‘;;f;lltesu N. replicati Valm:ﬂﬁ;wnm Co/n\.v'
3 17 37,2 2,69

37 17 38,5 2,98

8 10 8,4 eI

L’accuratezza del metado con I'uso della piattaforma
di L'vov & stata valutata anche mediante prove di re-
rcupero cffettuate su un campione fresco di sangue
* (concentrazione == 31,6 ug/dl) ¢ due campioni di san-
gue per il controllo di qualitd (concentrazione attesa =

= 8 pg/dl).
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I risultati sono riassunti nello schema seguente;

N. DETER-

Fb " b trovs
MINAZIONI ;:lenm F pt;!dl © (:Esfgls)
| [ L Iy 11,0 (+ 0,81
D veae 20 20,6 (+ 1.04)
L 40 39,3 (+ 1,80)
60 61,3 (4 1,91)

Mretodo B.

Per unz valutazione complessiva del « metodo B»
con 'uso della piattaforma di L'vov, sono state effet-
tuate determinazioni del piombo in 84 campioni di
sangue analizzati in doppio sia con questo metodo, sia,
parallelamente, con il metodo di confronto.

La deviazione standard (DS) pooled ottenuta sugli
84 duplicati & risultata essere pari a G,46 pg/dl con coef-
ficiente di variazione (CV) medio = 2,37 9%, per il
metodo con la piattaforma di L'vov, ¢ 0,59 ug/dl
con CV medio = 2,95 9, per il metodo di confronto,
La differenza di precisione constatata tra i due metodi,
per i duplicati effettuati sui campioni esaminati, risulta
significativa (al 59)) anche se questo pud essere irri-
levante dal punto di vista pratico. I risultati ottenuti
con i due metodi messi 2 confronto risultano molto
ben correlati (r = 0,988; r? = 0,977) e landamento
osservato nel grafico (Fig. 2) appare spiccatamente
lineare, La pendenza non risulta statisticamente diversa
dall'unity (b = 1,03) e pertanto non si ha evidenza di
errori proporzionali,

L’analisi della regressione mostra perd la presenza
di un debole efrrore costante (a == —(,99, p<C0,05).

La variabilitd attorno alla retta di regressione, mi-
surata dall’errore standard della regressione stimata,
& piuttosto contenuto risultando pari a 0,95 pg/dl
Al fine di una ulteriore conferma dell’assenza di inter-
ferenze analitiche della matrice biologica nel metodo
con l'uso della piattaforma di L’vov in esame, sono

84
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Fic. 2. - Regressione dei valori ottenuti con 'uso della piatta-
forma di L'vov, Metsde B, (y), verso i valori ottenuti ¢col me-
todo di confronte (x). Alcuni punti del grafico rappresentano
valori multipli

Al
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state statisticamente studiate le due rette di regressione
(Fig. 3) costruite coi punti sperimentali ottenuti analiz-
zando, con tale metodo, sia soluzioni acquose che so-
luzioni preparate da un pool di sangue (come descritto
per la preparazione delle soluzioni standard per Iz curva
di taratura del metodo di controlle) a concentrazioni
scalari di piombo e, rispettivamente, di piombo ag-
giunto di 10, 20, 40, 60 pl/dL Le pendenze delle due
rette di regressione non sono significativamente diverse
tra di loro: il valore del t di Student del confronto delle
due pendenze @ pari a 1,67, con 35 gradi di liberta,
risultato largamente non significativo. Del resto, es-
sendo le pendenze in oggetto pari a 42,91 (soluzioni
acquose) ¢ 42,63 (saluzioni in presenza di sangue), a
parte ogni considerazione statistica, anche se ci fosse
una differenza, questa sarebbe indubbiamente di scatsa
tilevanza pratica.
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FiG. 3, - Regressione sui valori ottenuti con l'uso della piatta-
forma di L’vov {Mefods B) su soluzioni acquose (in hasso) e so-
luzioni di un peo/ di sangue (in alto) a concentrazioni scalari tra
10 ¢ 60 pg/dl rispettivamente di plombo ¢ di piombo aggivato

Infine, pet valutare Iaccuratezza di guesto metodo
con 'uso della piattaforma di L'vov, sono state effet-

Ricevate il 3 novembre 1981,
Aceettate i 5 aprile 1982,

tuate prove di recupero su un campione fresco di san-
guc a bassa concentrazione di piombo (8,9 pg/dl).

I risuitati sono riportati nello schema seguente:
]

N. DETER- Pb aggiunto Pb trovaro (1 DS )A
MINAZIONI pw/dl pg/id pag/d]
I 10 10,2 {+ 0,68)
Buirieinnns 20 20,4 (+ 0,93)
[ F 40 40,7 (4 0,46)
8. 60 59,8 (+ 0,61)

CONCLUSIONT.

L’uso della piattaforma di L'vov per la determina-
zione del piombo nel sangue, in assorbimento atomico
col fornetto di grafite, in entrambi i metodi sperimen-
tati si & rivelato capace di eliminare completamente le
interferenze analitiche dovute all’effetto della matrice
organica complessa del campione. Cid comporta il
notevole vantaggio di eliminare la procedura lunga
e spesso difficoltosa (per il non facile reperimento del
pool di sangue a bassa concentrazione di piombo)
dell’allestimento degli standard per la tetta di taratura
col metodo dellaggiunta.

La sensibilith del « Metodo B» (circa 1,7 volte
maggiore rispetto al « Metodo A » ed al « Metodo di
confronto ») permette una diluizione del campione
pilt precisa perché effettuabile con un pipettatore-
diluitore automatico (campione/soluzione di Triton in
rapporto viv di 1/7,5). Inoltre, per quanto riguarda la
affidabilitd, i metodi si sono dimostrati accurati e pre-
cisi, di precisione supetiore al metodo di confronto che
per la sua semplicitd e affidabilitz & probabilmente il
metodo pid diffuso nella routine di Iaboratorio,
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Analisi della mortalita e dell’incidenza per melanoma cutaneo in Italia
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{a) Ospite del Laboratorio di Epidemiologia e Biostatistica nel 1981,

Riassunto. — I7 melanoma malipno della pelle, tumore
che colpisce prevalentemente la ragga caneasica, ba iubito
negli wltimi anmi sn rapide incremento in Iutfe il mondo.
Un'analisi dei dati di morialits, per il periodo 1955-1976,
ha permesso di evidenziare un anmento di mortalita in Ilalia
simile a quello che 5i ¢ verificato in altri paesi enropei ed extra-
curopei. INel lavore vengono riporfafi, inolire, i rismltati,
refativi gl 1979, di tmo studio refrospettivo condotto a Roma
per il periodo 19701979 che aveva lo scopo di valutare il
trend di incidensa del melanoma. Sono stati coimvolti, per la
rilevayione dei casi, tutti gli Istituti di enra sia pubblici sia
privati del commie. Iincidenza stimata ¢ stata, per il 1979,
1,97 < 100.000 abitanti.

Summary (Incidence and Morrtality of Malignant
Melanoma in Italy). — Malignant melanoma of the skin
bas increased rapidly among white people during the last
decades all over the wortd. Time frend in mortality bas been
examined in Italy from 1955 to 1976. The incidence of
melanoma has been estimaied In the popmlation of Rome.
Al public and private health structwres of the city were in-
rolved.  We conmsidered the first hospitalization of patients
with a bistological diagnesis of melanoma who were resident
it Rome. The data so far available (that for 1979) bave shown
an incidence of 1.97 x 100,000 inbabitants, with small
difference between males (1.92) and females (2.02).  The
mast common Ssites swere the trunk (42°)) for males and
lower limbs (67 ) for females.

INTRODUZIONE,

L’incremento dellincidenza ¢ della mortalith per me-
lanoma ha, negh ultimi anni, suscitato linteresse di
numerosi ricercatori di tutto il mondo; la letteratura
su questo argomento & ampia € continua tuttora ad
arricchirsi di notevoli contributi.

L’incidenza del melanoma maligno € in rapido au-
mento nella popolazione bianca (la razza caucasica
¢ la pit colpita a livello mondiale) [1-3] ma un certo
aumenio si registra anche nelle popolazioni negre ed
agiatiche |4, 5]. ‘
~ I difficile identificare con certezza il periodo in cui
¢ iniziato tale andamento ascensionale; le prime osser-
vazioni si possono far risalire agli inizi degli anni 1930
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patologia tumorale rispettivamente nel Connecticut e
in Danimarca [6].

Molti Autori sostengono che il rapido aumento del-
lincidenza del melanoma sia dovuto all’abitudine di
esporsi sempre pit al sole; attualmente questa ipotesi
¢ in parte contestata ¢ si tende ad attribuire pitt impor-
tanza alle diverse modalita di esposizione. Se il sole
ha importanza nel determinismo della malattia, il fat-
tore determinante sarebbe, non tanto la quantitd to-
tale di radiazioni ultraviolette, quanto il modo in cui
questa radiazione & ricevuta, e di conseguenza il modo
in cui viene sollecitato il sistema melanocitario [7, 8].
Altri fattori, naturalmente, intervengono nell’eziolo-
gia del melanoma, ¢ si & concordi nel ritenere che le
cause che hanno determinato lincremento dell'inci-
denza siano strettamente collegate a fattori ambientali [9].

Lo studio di cui riportiamo alcuni risultati & stato
programmato per definire, neil’area urbana di Roma,
la situazione relativa al melanoma e studiarme Panda-
mento temporale; lo studio si prefiggeva, inoltre, di
analizzare alcuni fattori che si ritengono associati al-
I'eziologia del tumore. La ricerca & stata condotra re-
trospettivamente per il periodo 1970-1979 per ottenere
il trend temporale dell’incidenza.

Nel presente lavoro viene tiportata un’analisi dellz
mortalita in Italia per melanoma nel periodo 1955-
1976 ed una stima dell’incidenza per l'anno 1979,
mentre sono in corso di elaborazione i risultati relativi
a tutto il periodo studiato,

DATI £ METODL.

I decessi dal 1955 al 1976 per melanoma maligno
della pelle (I.C.D. 172) e per tumori maligni in tutte
le sedi (1.C.ID. 140-290) sono quelli riportati dall’Istituto
Centrale di Sratistica (ISTAT) basati sulle denunce
obbligatorie di morte.

La mortlitd & stata calcolata sulla popolazione sti-
mata dall'ISTAT per il periodo in esame; tali stime
vengono eseguite in base alla popolazione residente,
rilevata dai censimenti decennali, nonché in base alle
cotrenti statistiche anagrafiche, al movimento naturale
¢ migratotio della popolazione.
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1 dati di popolazione sono disponibili, per il periodo
1955-1971, disaggregati per eti, mentre per gl anni
1972-1976 disaggregati sia per etd che per sesso,

I tassi di mortalitd sono stati calcolati per 100.000
abitanti; i tassi grezzi sono stati corretti per etd con
standardizzazione diretta utilizzando come popolazio-
ne di riferimento quella italiana del 1975,

Lo studio dell’incidenza del melanoma & stato con-
dotto a Roma ed ha coinvolto tutti gli istituti di cura,
sia pubblici sia privati del comune, nei quali operasse
almeno una delle seguenti branche specialistiche: der-
matologia, oncologia, chirurgia generale, chirurgia pla-
stica e radiologia. Gli ospedali identificati sono stati
19 su un totale di 27 e 82 cliniche sulle 131 della citta.

Negli ospedali selezionati gli Autori hanno personal-
mente preso visione dei registri di ammissione ¢ dimis-
sione, dei registri delle analisi istologiche e delle car-
telle cliniche, Per la rilevazione dei dati nelle case di
curz private si & proceduto ad una indagine epistolare,
scguita da una visita personale degli Autori nelle cli-
niche che avevano segnalato la presenza di casi.

Un caso di melanoma & stato definito come il primo
ticovero di un paziente con diagnosi di melanoma della
pelle, confermata istologicamente, e con residenza
anagrafica nel comune di Roma. Seno stati esclusi i
casi di melanoma dell’occhio e delle mucose.

L’incidenza (per 100.000 abitanti) & stara calcolata
sulla popolazione residente a Roma nel 1979 (dati for-
niti dall’Tstituto di Demografia dell’Universitd di Roma);
i tassi per sesso sono stati standatrdizzati per etd, con
metodo diretto, sulla popolazione totale romana dello
stesso  anno.

RisuLTaATI

Mortalita, — 1 tassi di mortalitd per tumore in tutte
le sedi e per melanoma sono riportati nella Tab. 1
insieme ai tassi di mortalitd troncata per melanoma, li-
mitata ciog alla classe d’etd 30-75 anni. Tale limitazione
permette di ottenere un tasso pit attendibile perché
nelle fasce d’etd pitr giovani (al di sotto dei 30 anni)
st ritiene che i tassi siano poco stabili, data la esiguita
dei casi di tumore rispetto ad un denominatore molto
grande, mentre negli individui molto anziani (pit di
75 anni) diminuisce affidabilita delle diagnosi di morte
[10]. Sia la mortalith per tutte le eta sia quella troncata
hanno, comunque, un andamento ascensionale del tutto
simile, con un aumento percentuale nei 20 anni rispet-

Tabella 1. — Mortalita per 100.000 abitanti in Italia.

ANNI in :Ez‘:? ‘]): sedi Melanoma m:‘:}::g:f @)
1955-57........ 161 0,30 0,24
1958-60........ 167 0,38 0,31
1961-63........ 173 0,44 0,35
1964-66........ 182 0,52 0,42
1967-69........ 188 0,67 0,53
1970-72.,...... 192 ¢,71 0,57
1973-75........ 192 0,68 0,54

(o) Limitati alla classe d'etd 30-75 anni.

tivamente del 127 %, e 1259;. Nello stesso periodo la
mortalit per tumori in tutte le sedi & aumentata del
19 %. L’incremento di mortalitd per melanoma, quindi, »
si pud considerare come un fenomeno patticolare con
specifiche cause, piuttosto che come riflesso di un ge-
nerale aumento di mortaliti per tutti i tumori.

L'incremento osservato in Italia & in accorde con
quanto riportato da altri paesi europei ed extra-curopei,
e non abbiamo motivi di credere che non sia
reale [11-13].

E plausibile pensare che un certo aumento delle cer-
tificazioni di melanoma, parailelo ad una diminuzione
di quelle per altri tumorti della pelie, si sia verificato
in seguito alla VI Revisione Internazionale delle Malat-
tie del 1950, che separava il melanoma cutaneo dagli
altri tumori della pelle (L.C.D. 173), Noi riteniamo,
tuttavia, che un’influenza di questo tipo possa essere
stata di qualche rilievo solo nei primi anni dopo I'en-
trata in vigore della VI Rev. LC.D., ma che non possa
essere responsabile dell’incremento di mortalitd per
melanoma ossetvato per i 20 anni,

In Ttalia, nel periodo considerato, In mortalitd per
tumori della pelle & effettivamente diminuita dai 786
casi del 1955 (2,27 per 100.000) si & passati ai 444
del 1975 (0,79 per 100.000). Ci sembra ragionevole
ctedere, perd, che tale diminuzione sia da attribuire,
fondamentalmente, ad un miglioramento dei tratta-
menti ¢ della diagnosi

In Fig, 1 ¢ riportata la mortalitd per melanoma dal
1972 al 1976 per i duc sessi; I'andamento & simile an-
che se nelle donne i valori si mantengono costante-
mente pid bassi.

La mortalitd per melanoma ha subite un notevole
incremento in tutte le classi di etd (Fig, 2), mantenendo
praticamente nel corso degli anni lo stesso andamento
caratterizzato da una rapida ascesa nella classe 2040
annj seguita da un aumento pii lento al crescere del-
I'etd, Un modo pit complesso ma pid esauriente di
studiare la mortalitd per etd & rappresentato dalla analisi
per coorti, Questo tipo di analisi permette di separare
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sentano la mortalith per etd per gruppi nati nello stesso periodo
di 5 anni. In figura & indicato I'anno pit basso del quinquennio

fra loro le diverse generazioni mostrando, per ognuna
di esse, la mortalitd sperimentata nel corso degli anni,
Nel nostro caso (Fig. 3) sono state considerate 6 corti
seguite per un periodo di 20 anni. Sono evidenti no-
tevoli differenze tra le varie coorti, con una mortalitd
pitt elevata per le generazioni pik giovani; all’etd di
45 anni, ad esempio, i nati nel 1910 hanno una morta-
lita pari a 3,7 per 100.000 mentre per i nati nel 1920
e nel 1930 il tasso & rispettivamente di 6,9 ¢ 9,6 per
100.000. Analogo andamento & stato riscontrato in
altri paesi tra cui Inghilterra, Canada, Finlandia ¢ Nor-
vegia {11, 13-15].
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Incidenza. — Dall’indagine svolta net comune di Roma
sono stati rilevati complessivamente, per il 1979, 84
casi di melanoma; di questi 58 sono i pazienti risultati
effettivamente residenti a Roma, dopo controllo ana-
grafico, ¢ 26 quelli che, pur avendo dichiarato (nella
cartella clinica) un domicilio nel comune, sono risul-
tati residenti altrove.

L’incidenza & risultata essere 1,97 per 100.000 abi-
tanti, ma questo valore & da considerare leggermente
sottostimato dato che la fase operativa dellindagine
(relativamente alle sole case di cura) non & ancora defi-
nitivamente conclusa. I dati fino ad ora in nostro pos-
sesso c¢i permettono, tuttavia, di affermare che per
questo tipo di patologia 'afluenza alle strutture pri-
vate & molto limitata ¢ non supera, probabilmente, il
10 %, annuo.

1 dati, analizzati per sesso e classe di etd, sono ripor-
tati in Tab. 2, L’incidenza (tassi standardizzati) & presso-
ché uguale nei due sessi, anche se le donne, analizzando
I'andamento per classi di eti, risultano colpite in etd
pib giovane rispetto ai maschi.

La distribuzione percentuale dei casi per sito anato-
mico (Tab. 3) mostra alcune differenze nei due sessi:
mentre negli uomini e percentuali pitt alte si hanno
per il tronco e per gli arti inferiori, nelle donne risul-
tano nettamente pin colpiti gli arti inferiori rispetto

Tabella 2. — Incidenza per sesso ed eti del melanoma nel
comune di Roma nel 1979,

Maschi Femmine
CLASSI D’ETA -
Mo I o I

15-29.......... 3 0,92 5 1,55
30-44.......... 4 1,29 11 3,30
45-59.......... 10 3,59 11 3,64
60-74.......... 6 3,87 6 3,11
75-89.......... [ 2,32 1 1,28
1,69 2,13

Turte le etia . ... 24 34
(a) 1,92 (a) 2,02

(a} Tasso standardizzato.

Tabella 3. — Distribugione percentuale dei casi per sito
analomico.

Maschi Femtnine
SITO -

N. casi o N. casi o
Viso—collo ........... 3 12 3 ¢
Afti sup. ..., .. ..., 2 8 1 3
Troneo .....oouvvunn, 10 42 5 15
Arti inf. ., ,........., 9 38 23 67
Non specif. .......... — — 2 6
Tuatti i siti ........... 24 100 34 100
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a tuttd gli alerd siti. T risultati, anche se preliminari,
sono in accordo con quanto riportato in letteratura

[11, 14, 16].

DISCUSSIONE E GCONCLUSIONI,

L’andamento della mortalith per melanoma rilevato
in Jralia @ in accordo con quanto osservato in molti
altri Paesi, ¢ mette in evidenza Pimpottanza che wle
patologia sta assumendo.

Dall’analisi della mortalitd per coorti & risultato evi-
dente che le generazioni pilt giovani sperimentanc una
mortalitd piu elevata che le precedenti; dato che negli
ultimi anni si & verificato un miglioramento nella dia-
gnosi € nel trattamento del melanoma, tale andamento
si pud considerare un riflesso dell’aumento di incidenza,
Le generazioni pih giovani, quindi, hanno un rischio
pili elevato di ammalare di melanoma. L’analisi delle
cause <li questo andamento ha suscitato € suscita tutt’ora
un notevole interesse. Particolarmente studiata & Ia
relazione tra fattore etnico-razziale, esposizione al sole
ed incidenza. Studi condotti nel Nord America [12, 17},
in Norvegia [11], in Finlandia {14] ed in Gran Bretagna
[18] hanno dimosttato che lincidenza e ]a mortalita
pet melanoma aumentano al diminuire della latitudine
e presumibilmente, quindi, all’aumentare dell’esposi-
zione al sole,

La sitvazione risulta esattamente inversa qualora
venga considerata I’Europa complessivamente, confron-
tando tra loro le incidenze delle vatie nazioni; ¢ risul-

Riceswto il 21 dicembre 1981.
Areettata i1 5 aprile 1982,

tato, infarti, che Pincidenza diminuisce all'avvicinarsi
all’equatore raggiungendo valori minimi nelle nazioni
meridionali, Spagna e Malta [17]. T dati di incidenzar
italiani finora in nostro possesso, sono in accordo con
questi risultati,

In conclusione, nell’'ambito di una popolazione ema-
penea sia etnicamente sia per zbitudini di vita, V'au-
mento deila esposizione al sole produrrebbe un aumento
deilincidenza del melanoma, mentre in una regione diso-
mogenea come P'Europa, la correlazione sarebbe ap-
parentemente inversa a causaz dell’interferenza della
componente razziale.

Alcune osservazioni fanno supporre, tuttavia, che
la situazione sia ancora piit complessa. In Australia
e Gran Bretagna, ad esempio, la frequenza del tumare
& maggiore fra gli individui che svolgono un lavoro
in ufficio che fra gli agricoltori o gli operai, ¢ ¢id fa
supporre che sia pid importante il modo in cul ¢ si
espone al sole, ¢ quindi il tipo di sollecitazioni del si-
stema melanocitarip, pinttosto che la dose totale di
radiazioni ricevute [7, 8]. E largamente accertato, co-
munque, che modificazioni nell’esposizione ai ragyi
ultravioletti non possono spiegare compleramente lo
aumento d’incidenza osservato in tatto il mondo e che
altri fattori come quelli ormonali, genetici, chimici,
debbano avere un ruclo fondamentale nell’eziologia
del melanoma {19]. Lo studio da noi condotto in Italia
non ¢i permette finora di eatrare nel dibattito sull’ezio-
logia del melanoma ed una discussione pib articolata
ed approfondita sard possibile non appena sard com-
pletatz Pelaborazione di tutti i dati raceolt,
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Riassunto. — G# A, ralwtane Pattivite antigenica nel-
Dwome del pwovo raccino antirabbico HDCS, coltivate su
cellule diploidi nmane e inattivato con Beta-propiolattone. T]
raccine & Stato Somministrato a scopo preventive ad wn grup-
po di laborateristi secondy un calendarie che prevedeva ire
dosi distangiate di wna settimana, 11 monitoraggio anticorpale
degli ersosieri di ogni singolo laboratorista per lo studio del-
Pattivita, ¢ stato effetinato mediante la tecnica di immano-
fluorescensa su colture cellulari per la determinasions in vitro
degli anticorpi nemtraliyzanti il virws della rabbia, I riswl-
tati banmo permesse di elgborare i profili anticorpali indivi-
duali che illustrano ed analizzane lo sviluppo ¢ la persistonza
della risposta immunitaria di tips wmorale nell’arco di tempo
di 779 giorni.

Summary (Pevelopment and Persistance of the Im-
mune Response After a Preventive Treatment with
HDCS Rabies Vaccine in Laboratory Personell). — The
AA. estimate the serological efficacy in man of the new
inactivated rabies virss vaccine prepared on a bumarn diploid
ccll sirain. The preventive voccination trial was performed
on a groxp of laberatory voluntesrs receiving an immuniga-
tion schedule of 3 doses at an interval of one week between
dose. The antibody respomse was determined by RFFIT,
The single antibody profiles describe the development and the
persistamee of the bumoral response during the study (779

days).

INTRODUZIONE.

La vaccinazione preventiva contro la rabbia per ca-
tegorie di personc esposte al contagio viene raccoman-
data come misura di profilassi indiretta soprattutto do-
po Padozione di vaccini prodotti su cellule diploidi
umane il cui uso & ormai solitamente privo di effecti
collaterali relativamente imporeanti. Tuttavia applica-

zione clinica corrente di questo tipo di vaccino per lo
pi conosciuto con la sigla HDCS (Fuman Diploid
Cells Strain vaccine) é da considerarsi, in molti Paesi
tra cui il nostro, ancora in fase di sorveglianza speri-
mentale anche se le prime ricerche sull’effettiva capa-
citd immunogena uell'uomo risalgono all’incirca di un
decennio.

Dopo diverse esperienze sugli animali, infatti, sono
iniziate le pih severe valutazioni sull’uomo, dapprima
con il vaccino Wyeth, (1] americano, poi con il vac-
cino Mérieux [2], francese ¢ con il vaccino Behring-
wetke {3], tedesco, quindi con il vaccino USSR [4],
russo: tutti del tipo HDCS [5]. I cosi che progressi-
vamente le ricerche a riguardo sono andate da pih
parti intensificandosi: negli Stati Uniti [6-16), in Euro-
pa [17-32], in Iran [33], in Thailandia {34], in India
[35], per citarne solamente alcune tra le pin attente ri-
guardanti appunto Puso nella profilassi medica di vac-
cini FIDCS il cui successo trova proprio in campo
umano continue convalide che ne attestano lo specifico
potere antigene ¢ Ia notevoic tollerabilitd clinica. Non
mancano tuttavia precise puntualizzazioni a quest’ul-
timo riguardo [36, 37]. Anche in Italia dopo le prime
segnalazioni di rabbia silvestre a partire dal 1977 [38],
in alcune regioni del Nord si ¢ sentita la necessitd di
raccomandate [a vaccinazione pre-contagio col vaccino
HDCS Meérieux per la prevenzione di categorie di per-
sone {Veterinari, Laboratoristi, Guardiacaccia, ecc. ...)
[39] esposte a rischio nei confronti della rabbia. At-
tualmente, nel nostro Paese, & in corso di registrazione
un vaccino coltivato su cellule diploidi umane.

Con questo vaccine parte del personale del Labora-
torio di Veterinaria dell’Istituto Superiore di Sanita,
due anni fa, si & volontariamente sottoposto a vaccina-
zione preventiva contro la rabbia dovendo sovente
esporsi al pericolo di contagio. In questa circostanza
st & seguita evoluzione della tisposta immunitaria di
tipo umorale evocata dal Vaccino HDCS, effettuando
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un monitoraggio anticorpale sugli emosieri di ogni sin-
golo laboratorista ad intervalli programmati per un pe-
riodo di oltre duc anni. I livelli degli anticorpi neutta-
lizzanti sono stati determinati con la tecnica d’immu-
nofluorescenza su colture cellulari [40-42], preventiva-
mente standardizzata [43].

11 gruppo di laboratoristi sottoposto a vaccinazione
antirabbica era costituito da 13 persone di eti compre-
sa tra 35 ¢ 60 anni, di cui 11 di sesso maschile ¢ 2 di
sesso femminile. Quattro di loro erano gia state trat-
tate con vaccino antirabbico « Fermi», oltre 14 anni
prima,

MATERIALI E METQODI.

Vaccine, — 11 vaccino antirabbico HDCS usato per il
trattamento preventive ¢ stato prodotto dall’Istituto
Sieroterapico ¢ Vaccinogeno Toscano « Sclavo » e for-
nito dalla Direz. Gen. dei Serv. Igiene e Sanitd Pub-
blica del Ministero della Sanith, Tale vaccino & costi-
tuito da pna sospensione inattivata e liofilizzata di virus
rabbico, ceppo Wistar PM/WI 38 1503-RM. 1l virus
¢ coltivato in ccllule diploidi umane, concentrato e
completamente inattivato con Beta—propiclattone, se-
condo il metodo messo a punto presso i laboratori
dell’Institut Mérieux (Francia). Sono stati usati due
differenti lotti appartenenti rispettivamente alla serie 19,
preparazione n. RO259 e alla seric n. 20, preparazione
n. RO376. La vaccinazione & stata condotta nella pid
scrupolosa osservanza delle norme deontologiche indi-
cate dall’lO.M.S. [44].

Schema di vaccinagione ¢ dei prelieri di sangue. — La vac-

cinazione & stata eseguita presso 'Istituto d’Igiene del-

la Universitd di Roma secondo un calendario di basc
che prevedeva 3 dosi da 1 ml di vaccino, inoculate
per via sottocutanea profonda nella tegione deltoidea
a distanza di una settimana 'una dall’altra. Tutti i la-
boratoristi sono stati sottoposti contemporaneamente
ad una stretta sorveglianza sicro-immunologica me-
diante una serie di prelievi di sangue per il dosaggio
degli anticorpi; prima dell’inizio del trattamento (tem-
po 0} e successivamente a 7, 14, 30, 90, 226, 240, 372,
624 e 779 giorni. In due laboratoristi, trattati con sclo
vaccino HDCS, ¢& stato necessario effettuare in uno un
richiamo di sicurezza a 231 giorni dalla vaccinazione
di base, nell’altro a 462 giorni. Il primo, avendo avuto
un contatto accidentale accertato con virus vaccinale
ERA, il secondo presentando invece un tenote anti-
corpale al limite del wvalore soglia (0,5 U.L/ml). Al
primo dei due soggetti inoltre veniva somministrata,
in combinazione con il richiamo, una dose di immuno-
globulina umana antirabbica (10 ml = 1500 UI), per
via intramuscolare.

Tecnica di determinagione in vitre degli awticorpi. — 1l
potere antigene del vaccino & stato valutato determi-
nando i livelli di siero—conversione in ogni laborato-
rista mediante la tecnica rapida d’immunofluorescenza
su colture di tessuto, La tecnica adottata viene cosi
schematizzata:

- allestimento di uno stock di virus, ceppo ERA,
su ceflule BHK-21/C13 (Baby Hamter Kidney) in mo-
nostrato € successiva determinazione della TCID,/ml
(Tissue Culture Infective Dose 50 9);

- diluizioni a base 2 dei sieri in esame ¢ del siero
standard, previa inattivazione a 56 °C per 30 min;

— preparazione delle miscele siero-virns nella pro-
porzione di 0,5 ml di siero pia 0,5 ml della sospen-
sione di virus contenente 400TCIDg,/ml;

— incubazione delle miscele a 35°C per 90 min;

— trasferimento delle miscele siero-virus in tubi
Leighton, contenenti un vetrino di 12 x 32 mm;

— aggiunta di 1 mi di sospensione cellulare, conte-
nente 6 X 10% cellule BHK-21/C13, in ogni tubo
Leighton, ed incubazione a 35°C per 24-48 ore;

- lavaggio dei preparati mediante immersione dci
vetrini in tampone salino fosfato 0,01M a pH 7.5,
previa rimozione dai tubi Leighton;

— fissazione in acctone raffreddato;

- esposizione dei vetrini ai raggi ultravioletti per
5 min;

- colorazione dei preparati con siero antirabbico co-
niugato con fluoresceina;

— incubazione in camerz umida, in termostato, a
359C per 30 min;

-~ ulteriori lavaggi dei preparati: due in tampone ed
unc in acqua bidistiliata;

- montaggio dei vetrini con glicerina tamponata su
vetrini portaoggetto di 76 X 25 mm;

— osservazione al microscopio per fluorescenza e let-
tura dei preparati secondo il criterio della conta delle
cellule infette fluorescenti tilevabili in un prestabilito
numero di campi;

— determinazione dei titolo anticorpale col metodo
Spearman-Kirber applicato sulla serie delle conte cel-
lulati effettuate per ogni siero;

— trasformazione del titolo anticorpale in Unita In-
ternazionali pet millilitro (U.1./ml}, di ciascun siero in
esame, int rapporto al siero standard contenente 86,6
U.L/ml, e distribuito per conto dell’O.M.S. dall’Inter-
national Laboratory for Biological Standards, Statens
Seruminstitut DK-2300 Copenhagen S. Denmark,

la presenza di cellule infette fuorescenti indicano
'assenza di anticorpi vitus neutralizzanti nei sieri in
esame; mentre monostrati non fluorescenti dimostrano
fa presenza di anticorpi virus neuttalizzanti,

Secondo recenti indicazioni dell’Q.M.S., si conside-
tano protettivi i sieri contenenti un titolo anticorpale
supetiore 2 0,5 UlLjml, a prescindere dalla tecnica
usata per la loro determinazione, purché saggiati in
rapporto al sieto standard.

RisurtATI

Tollerabilits. — Il vaccino inattivato HDCS ¢ stato
ben tollerato da tutti i laboratoristi trattati ¢ non ha
dato effetti collaterali di tilievo. Sono state solamente
osservate delle reazioni post-vaccinali che normalmente
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si riscontrano nell’uso della maggior parte dei vaccini
virali:

— indurimento, arrossamento ¢ dolenzia nel punto
di inoculazione per 7 laboratoristi sui 13 trattati, in
grado diverso dopo la seconda dose somministrata;

- modesti rialzi febbrili sempre dopo la seconda
inoculazione, in 2 soggetti;

— sensazioni pil o meno intense di malessere gene-
rale non clinicamente accertate ma registrate in base
ad asserzioni puramente soggettive, spesso accompa-
gnate da eccessiva emotivita.

La somministrazione di immunoglobuilina antirab-
bica omologa ad un unico soggetto, associata ad un
richiamo effettuato a 226 giorni di distanza dal tratta-
mento di base, non ha dato luogo ad alcuna manife-
stazione collaterale, mentre la dose vaccinale di richia-
mo ha determinato nel punto di inoculazione un in-
tenso arrossamento ed indurimento di grado sensibil-
mente maggiore alle precedenti dosi somministrate,

Potere antigene. — 1 risultati della sieroconversione
dello stimolo a2ntigenico sono stati raccolti nella Tab. 1
¢ tradotti in grafici (Fig. 1, 2, 3, 4} allo scopo di vi-
sualizzare l'andamento della risposta anticorpale neu-
tralizzante il virus della rabbia, ¢ le differenze osser-
vate tra il gruppo di laboratoristi vaccinato solamente
con HDCS ¢ il gruppo che oltrte 'HDCS aveva rice-
vute in passato almeno un ciclo di trattamenti vacci-
nali con il « Fermi».

ui i
-~
o

o~
=1
A BT S N L I AT S T

* [ w w
=] wm o w

R SN S U N SIS T Y (O T T W S A S S 1

-
[y

ST TR I T LTI T LTI I
0,14 30 90 226 3n B4 179

el LA S I T W s A (N 1]

M voce

FrG6. 1. - Profili anticorpal indsviduali: (-~ -), laboratoristi vac-
cinati HDCS; ¢ J, laboratoristi trattati con HDCS, che hanno
ricevuto in passato il « Fermi»
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Fre. 2. - Profili aaricorpali di due laboratoristi trattati solo con
HDCS e che hanno ticevuto vaccinazioni di tichiame
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Fic. 3. - Confronto dell’andamento medio degli anticorpi virus-
neutralizzanti tra il gruppo che ha ricevuto solo HDCS (- - -),
¢ quello che oltre PHIDCS ha ricevuto in passato il « Fermin

¢

Dall’esame dei profili anticorpali dei singoli labora-
toristi, si rileva una sieroconversione diversa sia per
quanto riguarda il tempo merzmlc dell'avvio del mo-
vimento anticorpale, che il tenore degli anticorpi siero-~
circolanti raggivnto, In particolare, nei laboratoristi
trattati solo con HDCS ¢ possibile osservare a 14 gior-
ni dall’inizio vaccinazione (dopo due somministrazioni
HDCS a tempo O ¢ a 7 giorng) divelli anticorpali in
media tutti al di sopra della soglia protettiva (0,5 UL/
ml) e compresi fra 1,44-7,24 U.L/ml. A 30 giorni si
rilevano i livelli anticorpali massimi che vanno da un
valore minimo di 4,68 ad uno massimo di 14,46 U.L./
ml. A 90 giorni si osserva una notevole cadutz del
tenore anticorpale medio che scende a valori tra 0,80
e 5,5¢ UL1/ml, dopodiché il fenomeno si attenua ¢
parallelamente diminuisce 1a dispersione dei valori. Ad
un anno di distanza dalla vaccinazione questo gruppo
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FiG. 4. - Sviluppo ¢ persistenza del tenore anticorpalc medio:
{non tratteggiato), gruppo HDCS; (iratteggiato), gruppo HDCS
con precedenti trattamenti col « Fermi»

di laboratoristi presenta un livello anticorpale medio
di 1,99 U.L/ml che si mantiene dopo due anni (a 779
giorni), per i soggetti seguiti, ancora intorno a 1,33
U.L/ml. 1I laboratorista contrassegnato, nella tabella,
con il n. 7 dimostra invece a 624 ¢ a 779 giorni dalla
vaccinazione titoli rispettivamente di 11,60 e 6,12 U.L/
ml: livelli che si discostano dalle medie ottenute, de-
terminande un insolito picco nell’andamento del rela-
tivo profilo anticorpale. Il soggetto in questione du-
rante D'esperienza si occupava del controllo di labora-
torio di vaccini attenuati contro la tabbia per uso
veterinario del tipo LEP ¢ ERA, e non ha escluso
proprio nello stesso periodo contatti accidentali, me-
diante siringa, con virus vaccinale. E evidente che in-
cidenti simili potrebbero sortite effetti di richiamo in
soggetti preventivamente vaccinati, come in questo
caso: in tal senso si potrebbe formulare una spiega-
zione dell’insolito picco nel corrispettivo profilo anti-
corpale.

Per il gruppo di laboratoristi che oltte ’'HDCS ha
ricevuto in passato il vaccino « Fermi », si osserva gid
a 7 giorni dall’inizio esperienza, cioé dopo una sola
dose HDCS somministrata a tempo (), un consistente
movimento anticorpale dell’ordine medio di 0,67 U.L/
ml, compreso tra 0,6 ¢ 1,33 U.I./ml: movimento che
per il soggetto n. 1 che ha ricevuto in passato ben
due stimoli vaccinali completi col « Fermi» (14 ¢ 17
anni prima del trattamento HDCS} preesiste al tempo
0, cioé prima della vaccinazione HDCS di base in un
apprezzabilissimo livello di 0,84 U.L/ml Tutto cio di-
mostra una differenza significativa nell’avvio del mo-

.Wwimento anticorpale, rilevabile, tra i due gruppi: diffe-
renza non solo iniziale ma che si accentua a2 14 giorni
tanto da raggiungete un fattore 7 tra le medie ¢ man-
tenersi, in senso quantitativo, di una certa consistenza
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per tutto il corso dell’esperienza. [ infatti possibile
rilevare, per questo gruppo, come la risposta immu-
nitaria raggiunga medie anticorpali di 22,06 U.I./ml a
14 giorni dall’inizio vaccinazione ¢ di 25,65 a 30 gior-
ni, ed ancora di 7,61 dopo 90 giorni fino a restarc
sempre ¢ decisamente al di sopra della risposta media
dell’altro gruppo, nei corrispondenti saggi. Tafine & da
osservare come per il soggetto n. 4, vaccinato con il
«Fermi» ben 31 anni prima, si verifichi Ta massima
sieroconversione, raggiungendo dopo 14 giorni dal
primo stimolo HDCS livelli di 47,89 U.L/ml, ¢ man-
tenendosi nel tempo su livelli decisamente alti fino ad
cssere ad un anno circa di distanza ancora di 5,50
U.L/ml, pur essendo, il soggetto, il pitt anziano del
gruppo.

1 laboratoristi contrassegnati con il n. 12 ¢ il . 13
(Fig. 2) che hanno ricevuto, a differenza degli altri,
un richiamo a 462 giorni dalla vaccinazione HDCS di
base il primo, € un richiamo a 226 giorni associato a
immunoglobulina umana (1500 U.1) il secondo, dimo-
strano chiaramente, dopo il trattamento booster, un
intenso aumento dei titoll anticorpall specifici con levi-
dente instaurarsi di una solida e persistente immunita
umotale che raggiunge dopo due settimane, nel sog-
getto n. 13, un livello di 60,01 U.l/ml ¢ che mantienc
dopo un anno dal richiamo ancora a 9,14 U.L/ml.

Dal’esame della Fig. 3, che riporta 'andamento me-
did” e la relativa variabilitd dei valori della risposta
anticorpale dei due gruppi, si ossetva in generale che
le risposte umorali sono molto variabili soprattutto
per il gruppo che aveva ricevuto anche il « Fermi ».
Tale variabilita nel tempo va diminuendo ¢, cosi, la
differenza media tra le due curve che tendono appunto
a ravvicinarsi come si pud chiaramente vedere nella
Fig. 4 in cui & anche evidente che per ambedue i grup-
pi il tenore anticorpale medio persista al di sopra della
soglia protettiva di 05 U.L/ml per tutto il corso del-
Iesperienza di 779 giorni.

CUONCLUSIONI.

Merita anzitutto osservare che il vaccino HDCS per
la rabbia, somministrato a scopo preventivo ad un
gruppo di laboratoristi professionalmente esposti al
contagio rabico, non ha dato luogo ad alcuna specifica
manifestazione di seria intolleranza., Anche se il nu-
mero dei soggetti trattati non & probativo si pud co-
munque affermare che il vaccino presenta un conside-
revole grado di tolleranza che concorda ampliamente
con quanto affermano quasi tutti gli Autori citati in
bibliografia a proposito di questo vaccino.

L’attivita antigenica del vaccino HDCS si pud dav-
vero affermare eccellente: essa ha determinato una con-
sistente sieroconversione in tutti i soggetti. La produ-
zione anticorpale si & dimostrata precoce e persistente
tanto da ecssere rilevabile nei soggetti con una prece-
dente storia vaccinale a 7 giorni dalla prima dose som-
ministrata e, nei soggetti dell’altro gruppo, a 14 giorni
dall’inizio espetienza, dopo la somministrazione di due
dosi di vaccino HDCS (tempo 0 e 7 giorni). Per tutti
i soggetti, indistintamente, il movimento anticorpale
si manteneva al di sopra della soglia protettiva di 0,5
U.L/ml per wtta Pesperienza. Una risposta immuni-
taria quindi che nebla sua precocitd, nella sua solidita
e pella sua persistenza conferma di fatto ricerche ana-
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loghe riportate nella letteratura scientifica. Un raffronto
dettaghiato dei dati sperimentali presentati resta assai
difficile in quanto gli AA. che ¢i hanno preceduto
adottano schedule vaccinali diverse, tecniche di rileva-
mento anticorpale differenti in esperienze non sempre
strettamente sovrapponibili ma del tutto simili nei loro
intenti.

Armengaud e Coll. [45], Aoki ¢ Coll. [46], Cox ¢
Coll. [37] ¢ Plotkin ¢ Coll, [47) adottano calendari di
vaccinazione da duc a quattro dosi che determinano
costantemente una neita sicroconversione, come da noj
riscontrata, al di sopra di 0,5 U.L/ml al 90 giorao
dall’inizio del trattamento, oltre il quale le loro espe-
rienze non si protraggono. Con calendari simili a quellj
da noi seguiti, che prevedono tre dosi somministrate
a distanza di sette giorni ¢ adottando perd la tecnica
di sieroneutralizzazione su topo, Kuwert e Coll. [3] ¢
D’Arca e Coll. [48] rilevano, subito dopo il completa-
mento del trattamento vaccinale, titoli anticorpali com-
presi rispettivamente tra §,36-71,14 U.L{ml e tra 8,7-
69,6 Ul/ml che si mantengono dopo un anno tra
(,36-3,57 U.l./mi ¢ tra (,61-29,0 U.L/ml: titoh che
raffrontati a quelli da noi ottenuti a 30 giorni (tra
4,90-40,76 U.L/ml} e ad un anno {(tra 0,61-550 U.1.}
ml) con la tecnica di sieroneutralizzazione su colture
cellulari, dimostrano oltre alla validitd de! calendario
anche l'affidabilitad della tecnica adottata cosi come an-
che Kuowert ¢ Coll, [41] e Grandien [40] dimostrano
in specifiche ricerche di comparazione. Nicholson ¢
Coll. [49] adottando sempre un calendaric a tre dosi
intervallate perd di 4 settimanc, ottengono in defini-
tiva lo stesso risultato di significativa persistenza del
movimento anticorpale che raggiunge al termine di un
anno ancora 3,5 U.L/ml contro le nostre 3,49 U.l/ml

Ricevnto 1) 17 novembre 1981,
Avecetrato i1 19 maggio 1982,

mentre inizialmente la nostra schedula vaccinale per-
mette di raggiungere titoli piti elevati gia af 30° giorno.

Altri risultati, del tutto simili at nostri nel loro si-
gnificato protettivo, ma di difficile raffronto, perché
magati non espressi direttamente in U.L/ml o non de-
terminati ad intervalli analoghi, sono quelli riportati
da Cabasso ¢ Coll. {50], da Costy-Berger [51], da Haf-
kin [52], da Rosanoff e Tint [53] € da Steck e Coll. {54].

Un’osservazione a parte meritano i trisultati relativi
al soggetti con una pregressa vaccinazione antirabbica.
In essi la risposta anticorpale raggiunge i titoli pil
clevati gia a 14 gg, dopo la somministrazione di due
sole dosi di vaccino. Nel tempo comungue il livello
anticarpale medio non si allontana da quello degli
altri soggetti cosi come hanno osservato in esperienzc
similari anche D’Arca e Coll. [48].

L’intenso movimento anticorpale iniziale, riscon-
trato in tutti i soggetti vaccinati, potrebbe suggerire
un controllo degli anticorpi post--vaccinali pili diluito
nedla prima fase del monitoraggio, condividendo in
pacte le osservazioni di Ajjan e Coll. [55] che ritengono
non necessatio un severo monitoraggio anticorpale,
appunto, nella fase iniziale di immunizzazione pre-
ventiva, L'uso di immunoglobulina omologa, in un
unico caso, associata ad un trichiamo HDCS, non ha
dato origine a fenomeni di interferenza tanto & vero
che si & constatato subito un notevole incremento
della concentrazione anticorpale che concorda con
quanto osservato da Kuwert e Coll. {56].

Per concludere, la tollerabilita ed il potere antigene
del vaccino HDCS confermano la validitd del calen-
dario di vaccinazione adottato ¢ nello stesso tempo
consentono di sostenere Puso di questo vaccino nella
pratica.
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